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RESUMEN

La Encefalopatía y retinopatía vírica, es una enfermedad viral, se caracteriza por
anormalidades neurológicas, tales como la natación errática (en espiral, en remolino o con el
vientre hacia arriba en posición de descanso), pérdida de apetito, letargia y la vacuolización de
los tejidos nerviosos centrales, tiene una amplia distribución geográfica específicamente en
climas tropicales y templados, esto afecta a más de cuarenta especies de peces marinos, causando
daños económicos significativos a la industria acuícola. El objetivo del presente trabajo fue
estandarizar un protocolo de RT-PCR para el diagnóstico de la Encefalopatía y Retinopatía
Vírica, a partir de tejidos como retina, cerebro y contenido gonadal en diferentes estadios de la
cobia (Rachycentron canadum) y reproductores de mero guasa .

Se analizaron 11 pooles de 5 ejemplares de cobia (Rachycentron canadum), provenientes
de CENIACUA y Antillanas C.I, además cuatro reproductores de mero guasa (Epinephelus
itajara) provenientes del CEINER, donde se tomaron las muestras con base en comportamientos
no propios de la especie, estas se homogenizaron de acuerdo a su estadio y tejido posteriormente
conservándolas en RNAlater a -20°C, a excepción de los meros que se encontraban fijados en
alcohol absoluto y se analizaron de forma individual.

Se utilizó el Mini Kit RNeasy de Qiagen, para estandarizar el protocolo de extracción de
ARN, mediante cebadores del gen β-actina, el cual fue utilizado como control interno para
verificar la calidad de la extracción de los acidos nucleicos, utilizando estos cebadores para la
amplificación por medio de PCR se obtuvo un fragmento correspondiente a 422 pb (pares de
bases), para cada una de las muestras a excepción del pool # 9, además se logró optimizar la
temperatura de alineación por medio de un gradiente, obteniendo como resultado 61,4°C en la
temperatura optima para el anillaje de los primers.

El diagnóstico del virus se hizo mediante la estandarización de un protocolo de RT-PCR a
partir de las secuencias reportadas en el Centro Nacional para Información Biotecnológica
(NCBI), donde se seleccionó una secuencia conservada del fragmento RNA1 (FJ789783.1), se
diseñaron dos cebadores denominados F1 y F2 estas se amplificaron las muestras con una
16

temperatura de alineación a 55°C; en las muestras analizadas no se observo la presencia de una
banda de amplificación que correspondiera con el peso molecular esperado , (F1) 322 pb y (F2)
340 pb, también se probaron otras secciones del fragmento RNA2 de la región T4 diseñados por
Thiery et al.,(1999) propuestos por la OIE (2006) con una temperatura de anillaje a 58°C, en
donde no se observó amplificación de los cebadores externos e internos de 420 pb y 292 pb
respectivamente en las muestras analizadas, en los controles positivos se observo la presencia de
la respectiva banda de amplificación, con estos datos se pudo determinar la ausencia del virus en
las muestras analizadas, finalmente se implementó un protocolo de PCR anidada, con el fin de
aumentar la especificidad y sensibilidad de la técnica usando los cebadores diseñados para la
amplificación del fragmento RNA 1 y RNA 2.

En conclusión se logró estandarizar el protocolo de RT-PCR para el VER con diferentes
ensayos y ajustes en la temperatura de anillamiento para cada uno de los cebadores lo cual nos
permitio realizar el screning de las poblaciones de peces en cultivos marinos y poder determinar
la presencia del virus a partir de tejidos de retina, cerebro y contenido gonadal.
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ABSTRACT

Encephalopathy and viral retinopathy, is a viral disease, characterized by neurological
abnormalities, such as erratic swimming (spiraling, swirling or belly up at rest), loss of appetite,
lethargy and vacuolation of central nervous tissues, has a wide geographical distribution
specifically in tropical and temperate climates, affects more than forty species of marine fish,
causing significant aquaculture industry economic damage. The aim of this study was to
standardize a protocol for RT-PCR for the diagnosis of encephalopathy and retinopathy viral,
from tissues as retina, brain and gonadal content in different stages of cobia (Rachycentron
canadum) and mero (Epinephelus itajara).

11 pools of 5 copies of cobia (Rachycentron canadum) from CENIACUA and Antillanas CI
were analyzed, while four Goliath grouper (Epinephelus itajara) from the CEINER, where the
samples were taken on the basis of no behaviors of the species, these were homogenized
according to their stage and then keeping them in RNAlater tissue at -20 ° C, except mers were
fixed in absolute ethanol and analyzed individually.

The RNeasy mini kit from Qiagen was used to standardize the protocol for RNA extraction,
using primers β-actin gene, which was used as an internal control to verify the quality of the
extraction of nucleic acids, using these primers to the amplification by PCR corresponding to 422
bp (base pairs) fragment, for each of the samples except the pool # 9 further it was possible to
optimize temperature of alignment by a gradient was obtained, resulting in 61 4 ° C the optimum
temperature for the primers banding.

Virus diagnosis was made by standardizing a protocol for RT-PCR from those reported in the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) sequences, where a conserved sequence
of RNA1 fragment (FJ789783.1) was selected, were designed two primers denominated F1 and
F2 the samples were amplified with alignment to a temperature 55 ° C; in the tested samples the
presence of an amplification band that corresponded to the expected molecular weight is not
observed, (F1) 322 bp and (F2) 340 bp, other sections of RNA2 fragment of the T4 designed by
Thiery were also tested et al., (1999) proposed by the OIE (2006) with a temperature of banding
18

at 58 ° C, where no amplification of external and internal primers 420 bp and 292 bp were
observed respectively in the samples analyzed, the positive controls presence of a band of
amplification was observed with these data could be determined in the absence of virus samples
tested finally nested PCR protocol was implemented in order to increase the specificity and
sensitivity of the technique using primers designed for amplification of RNA 1 and RNA 2
fragment.

In conclusion it was possible to standardize the protocol RT-PCR for the SEE with different
tests and adjustments in the annealing temperature for each primer allowed us to perform
screning of fish stocks in marine culture and to determine the presence virus from tissues of
retina, brain and gonadal content.
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INTRODUCCIÓN

La población mundial va en aumento y consigo las necesidades de alimentación, ofreciendo
una gran oportunidad para la acuicultura, actividad con gran potencial para el crecimiento
económico; parte de este sector se ha enfocado en el cultivo de peces marinos, con una
participación del 3,1% que corresponde a 1,8 millones de toneladas de la producción acuícola
mundial, del cual los países asiáticos encabezan la producción con el 89%, seguido de Europa
con 6% y América con 5% (FAO, 2007). Actualmente este tipo de producciones se está
incrementando y hay cierto interés frente a especies que tengan los requerimientos necesarios,
para abastecer el aumento en la demanda internacional por productos alimentarios acuáticos.

Una halagadora tabla de salvación para los productores y consumidores lo constituye el
cultivo de cobia Rachycentron canadum, una especie nativa, de gran potencial con carne de
buena calidad y textura, con alto contenido de omega 3, se caracteriza por un rápido crecimiento
de 4 a 8 kg en su primer año bajo condiciones favorables, según los expertos, crece tres veces
más rápido que el salmón del Atlántico (Wiefels, 2011), las diversas investigaciones sobre su
óptimo desempeño en jaulas flotantes para su fase de engorde, han permitido obtener excelentes
resultados sobre su viabilidad (Hempel, 2011).

Los pioneros de este cultivo fueron China y Taiwán quienes reportaron 40.000 toneladas
para el 2010 (FAO, 2012), también han incursionado países como Bahamas, Belice, República
Dominicana, México, Filipinas, Puerto Rico, Estados Unidos, Vietnam (Kaiser y Holt, 2007) y
recientemente Colombia que cuenta con una zona marítima de 1.600 km sobre el litoral Caribe,
por lo que se estableció el cultivo en jaulas flotantes en el departamento de Bolívar desde hace
tres años, el cual aportó 110 toneladas en el año 2010 y 130 toneladas para el 2011(Figueroa,
2012; INCODER, 2011).

Debido a la intensificación del cultivo este pez se ha vuelto susceptible a muchos virus,
bacterias y parásitos (Kaiser y Holt, 2007), aunque se han controlado por medio de métodos
profilácticos, son causa de inestabilidad en los sistemas de cultivo, Mendoza (2012a) menciona
20

para Colombia algunos como el Amyloodinium ocellatum protozoario que produce inapetencia y
disfunción respiratoria, en otros casos se ha manifestado la Neobenedenia cf. melleni ectoparásito
que ocasiona pérdida de peso y por último la aparición de una bacteria Gram negativa en la fase
larval nombrada Endozoicomonas elysicola que provoca inflamación proliférativa de la branquia,
hemorragias y muerte; sin embargo McLean, Salze y Craig (2008) relacionan a los virus como la
encefalopatía y retinopatía vírica (VER) con altos porcentajes de mortalidad principalmente en
tallas pequeñas en los países del sur y este asiático, Reino Unido, Mediterráneo, Noruega, el
Caribe y Norteamérica; una detección a tiempo de la VER garantiza una población apta para el
mercado y reducirá en gran medida los problemas que afectan a este tipo de producciones que
son estimados en la tasa media del 25% de pérdidas en el mundo, inconvenientes que son
justificados por la implementación de explotaciones desconocidas y a ciertos cambios en el
ambiente (OIE, 2011).

La Organización Mundial de Sanidad Animal (2006) describe a esta enfermedad causada
por un virus de cadena sencilla de ARN sin envoltura y de cápsula pequeña, como altamente
patógena asociada a comportamientos no propios de los peces (nado errático), inapetencia y
cambios en la pigmentación, se detecta en el sistema nervioso central, retina y gónadas de los
reproductores, se ha notificado en más de 50 especies marinas entre ellas el mero; se propaga
rápidamente en temperaturas superiores a 25°C con mortalidades del 80% al 100%. El impacto
que tiene esta enfermedad se debe a las diferentes vías de transmisión (vertical del parental a la
progenie, horizontal, entre individuos) y a la relación con peces silvestres particularmente, ya que
estudios demuestran una hembra madura puede atraer a un macho o varios ajenos al cultivo lo
que sería un factor de riesgo

donde están ubicadas las infraestructuras de cultivo costa afuera

(Bunkley y Williams, 2006), haciendo referencia también a los cultivos de cobia en las
instalaciones del CEINER y su cercanía a los reproductores de mero que se encuentran allí para
su exhibición y protección siendo este un posible vector de contaminación; en ciertas situaciones
también se observan portadores asintomáticos, lo que dificulta un control visual.

La aparición de enfermedades es una causa del fracaso de actividades pecuarias y más en la
acuicultura, en donde los peces se ven expuestos a condiciones medioambientales adversas y
muchas de ellas son incontrolables, una de las ideas para el progreso del país es la apertura de
21

mercados, con la idea de exportar a países en donde los niveles de consumos sean mayores, pero
esto sólo se puede lograr por medio de la competitividad corroborando que los sitios de cultivo
no tengan ninguna afección patógena que pueda ocasionar problemas severos. Unzueta (2009),
afirma que la Cobia por su alto valor nutritivo genera ingresos y empleo para los acuicultores,
asimismo es una fuente de insumos para la industria alimentaria y de divisas para el país.

Por todas las razones expuestas anteriormente, es importante establecer un protocolo para
el diagnóstico y prevención del VER valiéndose de herramientas de biología molecular, como lo
es la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con transcripción inversa (RTPCR), la cual proporciona una gran sensibilidad y especificidad para la detección de patógenos
(OIE, 2006), estandarizada esta técnica, se podrán brindar beneficios a diferentes especies con
cultivos promisorios como lo son el mero guasa (Epinephelus itajara) y el pampano (Trachinotus
falcatus), favoreciendo las sobrevivencias y con ello las producciones.
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OBJETIVOS

Objetivo General

 Determinar la presencia de encefalopatía y retinopatía vírica (VER) en los cultivos de cobia
Rachycentron canadum y reproductores de mero guasa Epinephelus itajara en el Caribe
colombiano por medio de la técnica transcriptasa reversa (RT-PCR).

Objetivos Específicos

 Estandarizar un protocolo para el diagnóstico de encefalopatía y retinopatía vírica (VER) en
cobia Rachycentron canadum y reproductores de mero guasa Epinephelus itajara en el
Caribe colombiano .
 Determinar por medio de la técnica RT-PCR la presencia de la encefalopatía y retinopatía
vírica (VER) en cobia Rachycentron canadum y reproductores de mero guasa
Epinephelus itajara en el Caribe colombiano.
 Diagnosticar el virus causante de la encefalopatía y retinopatía vírica (VER) en diferentes
estadios y tejidos de la cobia Rachycentron canadum y reproductores de mero guasa
(Epinephelus itajara) como posible vector contaminante.
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ANTECEDENTES

La historia de la acuicultura en Colombia, según Parrado (2012), data desde la década de
los cuarenta, en donde la carencia de infraestructuras, equipos y bajo desarrollo de tecnología,
hicieron que ésta fuera a paso lento, todo lo contario pasó en la década de los sesentas, en la cual
se dieron muchos incentivos por parte de organismos internacionales y del estado, aportando
proyectos, con el fin de capacitar al personal humano e investigación sobre especies, que puedan
ser de gran utilidad para la economía piscícola del país, a medida del tiempo la acuicultura se va
consolidando con la apertura de mercados y el control productivo frente a las diferentes
explotaciones piscícolas.

Cobia (Rachycentron canadum)

En investigaciones recientes y con gran expectativa en el comercio internacional la cobia
Rachycentron canadum, de la cual los primeros registros de investigación remontan a 1975 con la
recolección de huevos de cobia silvestre en las costas de Carolina del Norte, donde se describe el
desarrollo larvario después del éxito en las pruebas de cría, concluyendo que la cobia mostraba
un buen potencial acuícola, debido a su rápido crecimiento y buena calidad de la carne. El primer
desove en cautiverio de esta especie se produjo en la Provincia China de Taiwán a principios de
los años 90, la cría en jaulas se desarrolla en Bahamas, Belice, República Dominicana, México, y
Puerto Rico, también existen proyectos para su cultivo en Estados Unidos, el Caribe y
Centroamérica; sin embargo, no se había reportado producción comercial a gran escala hasta
2006, por lo que la industria en el hemisferio occidental puede considerarse que se encuentra en
fase “en desarrollo” (Abundes, 2014).

En Colombia en el 2008 se adquirió un paquete tecnológico de la universidad de Miami,
con el cual se adecuó la infraestructura necesaria para las fases de reproducción, cría y engorde,
brindando una alternativa viable de sustento, además de diversificar la acuicultura marina. (Rojas
et al, 2011). Un estudio de gran influencia para el control sanitario fue la detección a tiempo de
una bacteria (Endozoicomonas elysicola), que causa grandes mortalidades principalmente en las
24

larvas y se controla con altas temperaturas, esta bacteria se identificó por medio de diferentes
técnicas como la histología y la PCR (Mendoza et al, 2013b). En la actualidad se realizan
investigaciones para mejorar la producción y el control sanitario en países como Brasil, donde
sufrieron grandes mortalidades asociadas a afecciones respiratorias como la aparición de
Amyloodinium ocellatum y Neobenedenia melleni los cuales fueron controlados por lavados
profilácticos (Bonucci et al, 2013).

Mero Guasa (Epinephelus itajara)

El mero guasa (Epinephelus itajara), es considerada una de las especies más grandes que se
encuentran en el continente americano. Se han tomado muestras de ejemplares que van hasta 2,2
metros de largo con un máximo de 37 años de edad, esto confirma que crecen a un ritmo de
aproximadamente 100 mm por año dentro de los primeros 6 años de edad (Sadovy y Eklund,
1999), el mero puede alcanzar un peso máximo de 320 kg (Smith, 1971), aunque algunos estiman
que hasta 455 kg (Robins et al., 1986).

Las características del Mero Guasa hacen que este sea altamente vulnerable a la sobrepesca
(Chuen y Ferrera 2006; Bullock et al., 1992). Una estimación global de la especie es de 2.500 a
10.000 ejemplares en su mayoría adultos (NatureServe 2009). Los científicos indican que la
población del mero en Estados Unidos está biológicamente en peligro de extinción ya que las
capturas y tamaños, cayeron drásticamente desde la década de 1970 (Sadovy y Eckland, 1999) y
en el caribe desde 1993 (NMFS, 2006). Esto genero que la Unión Internacional para la
Conservación de la Naturaleza (UICN) clasificara el mero guasa en peligro crítico de extinción
(Chuen y Ferrera, 2006).

Recientemente, ha habido cierto resurgimiento de la población en el Golfo de México
debido a los cierres de pesca en 1990, sin embargo, los esfuerzos por la repoblación de está
especie podrían desplomarse una vez más con los efectos de las tensiones causadas por el agua
fría o la marea roja (Gilmore et al., 1978). Además ciertos contaminantes siguen fluyendo a
través de hábitat de los peces, matando sus fuentes de alimento, bloqueando la luz solar necesaria
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y provocando una drástica caída en la temperatura del agua, lo que baja la posibilidad de que el
mero se recupere y pueda aumentar su supervivencia (Chuen y Huntsman, 2006).

Los mejores datos disponibles indican que el mero permanecerá en peligro y es probable se
enfrenta a la extinción en un futuro próximo sin la protección de la organizaciones pertinenetes.

Encefalopatía y Retinopatía Vírica

La primera descripción detallada de la enfermedad fue reportada en 1988 por Bellance &
Gallet de Saint-Aurin, por una mortalidad masiva que se produjo en la isla de Martinica en la cual
se vio implicada la lubina de criadero (Dicentrarchus labrax) en larvas y juveniles; sin embargo
Glazebrook y Campbell (1987) habían descrito previamente en la perca gigante (Lates calcarifer),
mortalidades similares asociadas con lesiones cerebrales que se hicieron referencia a una
infección por betanodavirus.

En la mayoría de los casos el VER se ha sido detectado en cultivos de mero, por lo cual se
procedió a la utilización de varios métodos como ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas
(ELISA) (Arimoto et al., 1992), inmunohistoquímica (Le Breton et al., 1997), la técnica de
anticuerpos fluorescentes (FAT) (Nguyen et al., 1994), la transcripción inversa-reacción en
cadena de la polimerasa (RT-PCR (Nishizawa et al., 1997) e hibridación in situ (Comps et al.,
1996) con el fin de determinar una técnica eficaz en el proceso de detección.

En la ciudad de Taiwan en el año 1994 se realizó un estudio con doce especies de peces,
pertenecientes a tres órdenes, siete familias y ocho géneros, los cuales eran huéspedes naturales
con o sin brote de mortalidad masiva. El ARN extraído del tejido cerebral de la perca gigante
(Lates calcarifer), mero giba dorsal (Cromileptes altivelis), el pámpano amarillo-cera
(Trachinotus falcatus), la anguila europea (Anguilla anguilla L.) y cobia (Rachycetron canadum),
fueron amplificados utilizando cebadores específicos, donde se obtuvo un resultado positivo para
el VER, éste fue el primer reporte en todo el mundo para la cobia (Chi et al., 2001).
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Situación Actual de la Piscicultura Marina Mundial y Colombiana

La pesca y la acuicultura suministraron al mundo unos 148 millones de toneladas de
pescado en el 2010, se incrementó a 154 millones de toneladas para el 2011

y de ellos,

aproximadamente 131 millones de toneladas se destinaron al consumo humano (FAO, 2012),
aunque el cultivo de peces marinos se está iniciando en muchos países, el continente asiático
tiene mayor trayectoria en este mercado, la pesca sigue siendo el método más utilizado para
obtener el alimento que proporcionan los océanos. Son pocos los cultivos de peces marinos,
debido a que su implementación presenta muchas dificultades de carácter biológico, tecnológico,
económico, social y político, pero existe la expectativa que estos problemas se solucionen y la
piscicultura marina llegue a ser fuente importante de alimentos (Cifuentes et al, 2005).

En Colombia, según Acero (2006), los peces marinos reportados son 2000
aproximadamente, de los cuales al menos 12.5% de los peces marinos conocidos son
colombianos, ningún otro país ofrece cifras porcentuales tan altas y equivalentes tanto en
especies marinas como dulceacuícolas, en la búsqueda de encontrar una alternativa con alto
potencial para los acuicultores en pro de salvar la economía pesquera, se seleccionó a la cobia
como una especie que cumple con todas las características para invertir, se adquirió un paquete
tecnológico en el 2008, con el apoyo de diferentes entidades (CENIACUA, CEINER, C.I
Antillanas), desde entonces se incentivó la producción de esta especie con el inicio de una
investigación, que se dividió en dos fases: primeramente con la captura de reproductores
silvestres, adelantadas en las costas de La Guajira, Punta Canoa (Cartagena) y en Rincón del Mar
(Sucre), se registraron 22 capturas, buscando los mejores reproductores para la fase comercial.

La segunda etapa fue la implantación del cultivo en el Caribe colombiano y la producción
de alevinos en laboratorios (CENIACUA y CEINER), para luego llevarlos a jaulas marinas
flotantes, ubicadas frente a las costas de Tierrabomba, donde ya se han producido cerca de 140
toneladas para exportarlas a los mercados de Estados Unidos; este es el primer cultivo a escala
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comercial reportado en el país, se han realizado diferentes adecuaciones en las instalaciones para
un buen desempeño en sus diferentes etapas de crecimiento (Rojas et al., 2011; Díaz, 2011).

Cobia (Rachycentron canadum)

Características Físicas

La cobia (Rachycentron canadum), también llamada esmedregal, pejepalo, bonito negro o
bacalao, es el único representante de la familia Rachycentridae, la cual se caracteriza por tener
cabeza deprimida, mandíbula inferior sobresaliente, presenta de 7 a 9 espinas separadas cortas en
la

primera aleta dorsal, con dos bandas plateadas estrechas bien definidas (Ver Ilustración 1)

(Kilduff, 2002).

Ilustración 1. Aspecto general de un ejemplar de cobia adulto.

Fuente: (Mendoza et al., 2012c).

Distribución Geográfica

Entre los peces marinos de aguas cálidas, la cobia es un candidato importante para la
acuicultura en el mundo, así lo afirma Benetti et al (2008), el cual describe a este pez como
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pelágico, que habita en todos los mares tropicales y templados, a excepción del Océano Pacífico
del este. En el oeste del Océano Atlántico, la cobia está ampliamente distribuida desde Nueva
Escocia en Canadá, las Bermudas hasta la Argentina, pero son más comunes a lo largo de la
Costa Atlántica al sur de EE.UU. y en el Golfo de México, Cayo Hueso, Florida, Campeche y
costa sur de Cuba. En la zona oriental del Océano Atlántico se distribuye desde Marruecos hasta
Sudáfrica; y en el Pacífico oeste desde Japón a Australia. Este pez prefiere temperaturas del agua
entre 20 y 30°C. Se puede encontrar en el interior o cerca de esteros, bahías, manglares, arrecifes
y barcos hundidos aunque no se considera un pez costero, la captura generalmente no es
considerada como una pesca comercial importante, al contrario es poco común y se constituye
como una pesca incidental (Ver Ilustración 3) (Arnold et al., 2002; Faulk y Holt, 2006) .

Ilustración 3. Distribución Geográfica de la Cobia (Rachycentron canadum).

Fuente: Abundes (2014).

Ciclo de vida

Según Faulk y Holt (2003b), los machos de cobia maduran sexualmente a los dos años con
52 cm de largo, mientras que las hembras a los tres años con 69.6 cm de largo, en cautiverio,
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logran presentarse desoves espontáneos durante todo el año, siempre y cuando la temperatura se
encuentre entre 23-27 °C. Los huevos fértiles flotan, para facilitar la colecta desde la superficie
del tanque, estos tienen por lo general un diámetro promedio de 1.2 a 1.3 mm y un período de
incubación de aproximadamente de 21 a 37 horas a temperaturas de 22 a 31 °C. Los alevines
pueden ser criados en estanques externos al centro de obtención de semilla o hatchery, mientras
que los juveniles alcanzan 1 g en cinco o seis semanas. La etapa de engorde se realiza en jaulas
oceánicas, durante 1 – 1.5 años, donde alcanzan 6 – 8 kg (Arnold et al. 2002; Liao et al, 2007).

Reproducción

Externamente no presentan dimorfismo (Franks, 2001). Los animales demuestran
comportamiento de apareamiento, el cual se hace evidente cuando la hembra constantemente
comienza a tragar agua, con el fin de hidratar los huevos, exhibiendo dilatación abdominal;
mientras que los machos la sigue durante todo el día rodeándola y empujándola para ejercer
presión sobre su abdomen, hasta que la hembra expulsa los huevos y éstos liberan el esperma. Se
utilizan dos machos por cada hembra en cada desove (Mendoza, 2012b), las tasas de fecundidad
son de 400.000 – 4.000.000 de huevos/hembra, en situaciones de cautividad su facilidad para
desovar, permite tener una semilla propiamente nacional esto disminuiría notablemente los costos
de producción evitando la importación de la misma (Souza y Tosta, 2008; Rojas et al 2011).

Alimentación

La larva recién eclosionada mide aproximadamente 3 mm, después de tres días de vida, el
saco vitelino se reabsorbe totalmente y la larva requiere del suministro de alimento exógeno, las
larvas son cazadores planctónicos, por esta razón se opta por suministrar alimento vivo en la
primera etapa de vida que consta de algas marinas, rotíferos, artemía y en algunos casos
copépodos, las larvas aseguran su supervivencia capturando el alimento de acuerdo al tamaño
apropiado para su abertura bucal, a medida que el pez va adquiriendo mayor tamaño se
proporcionan concentrados con 50% de proteína que son los requerimientos óptimos de la especie
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(Civiera et al, 2004 y Mendoza et al, 2012c) la conversión alimenticia es relativamente buena en
un promedio de 1.5:1 (Benetti et al, 2008). La Cobia es nueva en la industria, por esta razón
carece de técnicas de bioseguridad, diversidad genética y con respecto a la alimentación aún no
se ha elaborado una dieta netamente específica (Craig et al, 2006), se han realizado experiencias
de crianza de cobia en agua dulce y en cultivo mixto con camarones de mar, con resultados muy
prometedores (Nieto, 2013).

Infraestructura

El cultivo de peces marinos en jaulas está expuesto a variaciones ambientales como son las
corrientes y el viento así como a la misma acción corrosiva del mar, es indispensable, controlar y
establecer la calidad y durabilidad de los materiales que son utilizados en toda la operación, así
como los sistemas de anclaje para proteger la producción y la seguridad del personal. Las jaulas
flotantes constan de anillos rígidos fabricados en polietileno de alta densidad (HDPE), con unos
soportes verticales que proporcionan estructura, flotabilidad y el tránsito del personal por el
contorno, estos anillos cuentan con una serie de flotadores que le dan estabilidad. Su posición
debe ser en superficies con buena circulación de agua, pero al mismo tiempo protegidas de
corrientes fuertes o del alto oleaje; las hileras de jaulas deben estar separadas por lo menos con
dos metros; retiradas de aguas estancadas de baja calidad que puedan causar stress o matar a los
peces (Mendoza et al, 2012d; CENIACUA 2010; Matthew et al, 2005).

Parámetros físico químicos del cultivo de cobia

Según Mendoza et al., (2012c), los sistemas intensivos de cultivo requieren un control
permanente de los parámetros fisicoquímicos del agua para garantizar que se mantengan los
valores en los rangos establecidos por el laboratorio. Durante las primeras etapas de desarrollo,
los parámetros de calidad del agua deben ser medidos rutinariamente. Se deben mantener entre
los rangos ideales la temperatura, la salinidad, los niveles totales de amoníaco, las
concentraciones de oxígeno disuelto (O.D.) y el pH.
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Tabla 1. Parámetros físico químicos para el cultivo de cobia

Variables

Rango

Oxígeno Disuelto

≥ 5mg/L

Amoníaco

≤ 0.1 mg/L

Temperatura

28.5 – 32 °C

Ph

7.5 – 8

Fuente: Mendoza et al., 2012c

Sanidad

Al igual que otras especies acuícolas, la cobia se ve afectada por muchos problemas,
incluyendo enfermedades, que pueden causar importantes mortalidades en todas las etapas del
cultivo (criaderos, viveros y engorde), causadas por infecciones microbianas, parasitarias y
problemas ambientales/nutricionales (Leaño, 2008). El monitoreo debe ser rutinario, mediante
observaciones sobre su comportamiento, para establecer algún diagnóstico.

Los tratamientos profilácticos de huevos y juveniles, pueden minimizar la introducción de
microorganismos patógenos, éstos se realizaban con antibióticos, pero debido al peligro de
propiciar la resistencia de éstos, recientemente se basan en baños con agentes químicos a
concentraciones y tiempo específicos, como compuestos del yodo, formalina (Katharios et al.,
2005, Stuart et al. 2010), peróxido de hidrógeno, acriflavina, glutaraldehido y ozono (Gieseker et
al. 2006).

Principales Enfermedades de la Cobia (Rachycentron Canadum)

Según la OIE (2006), la piscicultura marina implementa técnicas sofisticadas para el
aumento de la productividad por medio de sistemas intensivos, la utilización de estos recursos
favorece la propagación de patógenos y consecuentemente pérdidas considerables. Algunos
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artículos publicados por la revista National Geographic (2013), se refieren al cambio climático
que ha generado el calentamiento de la Tierra, los océanos han respondido con mayor lentitud
que los entornos terrestres. Sin embargo, las investigaciones científicas han descubierto que los
ecosistemas marinos pueden ser mucho más sensibles, incluso al más mínimo cambio en las
temperaturas aumentando la proliferación de especies invasoras y enfermedades marinas.

Para Sitjà

y Pérez (2013), las principales dificultades de la producción y comercio

piscícola son el costo de los piensos y la aparición de enfermedades, el agua es un excelente
medio para la transmisión de agentes patógenos (virus, bacterias, parásitos) y es de difícil control,
especialmente en los cultivos de mar abierto, en las infraestructuras algunos estadios parasitarios
o los hospedadores intermediarios se adhieren al “biofouling” de las redes, permitiendo la
accesibilidad de los parásitos. Los peces cultivados pueden entrar en contacto con otros peces que
merodean las jaulas o incluso que penetran en su interior y éstos pueden ser reservorios o
huéspedes naturales.

Amyloodinium ocellatum

Según Álvarez (2008), este parásito produce una apariencia aterciopelada sobre los peces
infectados y la enfermedad resultante se denomina comúnmente como "terciopelo marino," o
amyloodiniosis. El organismo es un ectoparásito de dinoflagelados y se ha informado en una
amplia gama de peces marinos y de estuario. Se puede encontrar en las branquias y la piel
(cuerpo y aletas) (Mendoza, 2013a). Puede ser devastadora y provocar alta mortalidad, debido a
que el organismo es capaz de reproducirse rápidamente, sobre todo en sistemas cerrados, el ciclo
de vida se divide en tres etapas de la vida son los trofonte (la etapa adulta que se alimenta de los
peces), el tomonte (esta etapa se divide para formar dinosporas) y dinosporas (etapa que busca e
infecta a un huésped) (Noga, 2010).

Este parásito se transmite a través del contacto directo con dinosporas, la infección se
puede propagar a través de agua contaminada, también es probable por redes, manos, equipos.
Los peces muertos también pueden ser un reservorio para Amyloodinium, es aconsejable
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eliminarlos rápidamente, ayudando a reducir el número de dinosporas potencialmente infecciosas
(Thomson et al, 2006).

Normalmente se detecta con un examen visual cuando el pez no consume alimento
(inapetencia) u otros signos superficiales en la piel, que permiten diagnosticar la enfermedad,
además por la extracción de branquias y biopsias en la piel que son observadas
microscópicamente a 100x, éstos se separan del tejido cuando son sumergidos en agua dulce
(Álvarez, 2008) (Ver Imagen 4).

Ilustración 4. Trofontes de Amylodinium en Branquias al 100X.

Fuente: Álvarez (2008).

Neobenedenia melleni

Una de las principales limitaciones que afectan el cultivo de cobia son las enfermedades
causadas por ectoparásitos helmintos (monogéneos) (Ver Ilustracion 5 )(Liao et al., 2004), este
parásito marino distribuido principalmente en el Caribe, ocasiona lesiones en la piel que facilitan
la entrada de agentes etiológicos oportunistas, en branquias daña las laminillas primarias y
secundarias, hasta atrofiar todo el aparato respiratorio, siendo responsable de altos índices de
mortalidad.

Su ciclo de vida es demasiado corto (Kerber et al, 2011), se ha demostrado que la
temperatura del agua influye en el crecimiento de la Neobenedenia, niveles de madurez y la
producción de huevos (Hirayama et al, 2009). Estos parásitos se alimentan de mucosidad y
células epiteliales del huésped, lo que conduce a cambios en el comportamiento de los peces, en
donde arrastran sus cuerpos contra un sustrato, tal como una red, causando así heridas
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secundarias. Se presentan lesiones en la córnea y la piel, ceguera, debilidad, pérdida del apetito,
hemorragia, hipersecreción de moco y la muerte. Se pueden aplicar tratamientos con inmersiones
de agua dulce no mayores a 5 minutos (Mendoza, 2013a).

Ilustración 5. Cobia (Rachycentron canadum) infestada de Neobenedenia melleni.

Fuente: Mendoza et al, 2013a; Kerber et al; 2011.

Endozoicomonas elysicola

La Endozoicomonas elysicola, es una bacteria Gram negativa responsable de la aparición
de epiteliocistis perteneciente al género Chlamydia, una condición que afecta a las branquias y la
piel de los peces con la producción de nódulos, se ha informado en más de 50 especies de agua
dulce y marina, se ha asociado a altas mortalidades en larvas de cobia debido a elevadas
densidades, baja presencia de nutrientes, descensos en la temperatura y la edad de los peces, los
cuales son factores de riesgo para la manifestación de esta condición (Katharios et al. 2008).

Los brotes de epiteliocistis han aumentado en los últimos años, debido a la introducción de
nuevas especies y la expansión de la acuicultura. En la actualidad, se considera una enfermedad
grave con un impacto potencial importante en los sistemas de producción acuícolas (Rigos y
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Katharios 2010), se ha presentado a los 7 días post eclosión (DPE) en larvas de picudo (Katharios
et al., 2008), alcanzando mortalidades del 100% en el 25 DPE (Venizelos y Benetti 1996). En las
producciones de larvas de cobia, la lesión más temprana se ha notificado al 12 DPE y la
mortalidad fue del 100% de 5-7 días después de aparición de los síntomas, comprometiendo la
respiración y termorregulación en las branquias, bloqueando la entrada de la comida (Katharios
et al. 2008). Se ha descrito un brote de epiteliocistis en larvas de cobia que fue causado por
Endozoicomonas elysicola, con técnicas de diagnóstico como biología molecular con el análisis
del ADN, histología por medio de procesos de tinción sobre los tejidos, añadiendo así un nuevo
miembro a la lista de los agentes causales de epiteliocistis (Ver Ilustracion 6) (Mendoza et al,
2012e).

Ilustración 6. Larva de cobia 15 DPE infectada de inflamación proliferativa de la branquia,
Montaje en fresco de branquias en larvas enfermas Rachycentron canadum (100X)

Fuente: Mendoza (2013a), Mendoza et al (2012e).

Mero Guasa (Epinephelus itajara)
Información general sobre el mero
Los ejemplares pequeños se encuentran principalmente en áreas estuáricas de poca
profundidad, entre las raíces de mangle y substrato fangoso, mientras que los ejemplares mayores
se encuentran en fondos someros, en una gran variedad de ambientes, desde aguas salobres frente
a las desembocaduras de los ríos hasta fondos coralinos en áreas insulares oceánicas (Cervigón,
1991).
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La carne del mero guasa es de excelente calidad y tiene gran aceptación para su consumo,
alcanzando precios muy elevados en los mercados caribeños como el colombiano, sin embargo su
presencia en los mercados es puramente incidental, ya que la especie ha sido sobre-explotada
durante muchos años (Sadovy y Eklund, 1999). Desde 1990 la explotación comercial de la
especie está prohibida en la zona económica exclusiva de los Estados Unidos y en las aguas
territoriales de la Florida (Florida Marine Fisheries Commission, 1990).
Aunque no se tienen referencias o registros sobre la existencia de cultivos comerciales del
mero guasa, se han realizado algunos ensayos experimentales con juveniles y adultos silvestres
de la especie los cuales informan sobre un rápido crecimiento y tolerancia a las condiciones de
cultivo. En el Centro de Investigación, Educación y Recreación - CEINER, en las Islas del
Rosario (Caribe colombiano) se han mantenido meros guasa en cautiverio, tanto juveniles como
adultos. Juveniles de 450 gramos mantenidos en jaulas y alimentados con pescado fresco. En el
mismo lugar se tienen ejemplares que sobrepasan actualmente los 70 kilogramos de peso, estos se
encuentran cautivos en corrales a muy baja densidad, alimentados ad libitum con pescado fresco
congelado una vez al día. Todos los ejemplares han demostrado ser bastante sociables (poco
territoriales en el cautiverio), se han adaptado fácilmente a los corrales, jaulas, acuarios y
estanques, han aceptado fácilmente el alimento fresco y han demostrado ser resistentes a la
manipulación y a las enfermedades (Botero y Ospina, 2003).
Los inicios del diagnóstico del VER se dan en Tailandia, cuando los signos clínicos del
virus de la necrosis nerviosa se detectaron por primera vez en 1982, en semillas silvestres y de
criadero de mero (Epinephelus coioides). Sin embargo el agente causante no fue identificado en
ese momento, el VER se confirmó cuando la enfermedad causó graves pérdidas en alevines de
mero (Epinephelus malabalicus) a mediados de los años 1990 en el sur de Tailandia (Danayadol
et al., 1995).
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Características Físicas

Los meros o chernas son un grupo de unos veinte géneros de la subfamilia Epinephelinae
de peces perciformes. El mero guasa se caracteriza por ser un pez de aspecto robusto, alargado y
aplanado en los laterales, con una cabeza grande en la que resaltan los ojos globosos y unas
grandes mandíbulas. La mandíbula inferior sobresale con respecto a la superior. Es de color
marrón con manchas blancas y se adaptada fácilmente a la vida en los fondos ((Huntsman et al.,
1999). Presenta 11 espinas dorsales; 15 o 16 radios blandos dorsales; 3 espinas anales; 8 radios
blandos anales. La cabeza es alargada. El opérculo tiene 3 espinas. Las aletas pélvicas son más
pequeñas que los pectorales. Las bases de las aletas dorsal y anal están cubiertas de escamas
suaves y piel gruesa (Ver Ilustracion 6) (Sadovy y Eklund, 1999).

Ilustracion 6. Aspecto general de un mero adulto.

Fuente: (Huntsman et al. 1999)
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Distribución Geografica

El mero guasa (Epinephelus itajara) se encuentra en aguas tropicales y subtropicales del
Océano Atlántico. En el Atlántico occidental, la especie va desde Carolina del Norte (EE.UU.)
para el sureste de Brasil y es capturado ampliamente en el Golfo de México y a lo largo de la
mayor parte del Caribe. Se informa también la presencia en el Atlántico oriental de Senegal a
Congo (Ver ilustración 7) (Francesconi y Schwartz 2000).

Ilustración 7. Distribución geográfica del mero

Fuente: (Francesconi y Schwartz 2000).

Ciclo de vida

El mero goliath es el mero grande en el Atlántico Norte occidental. Madura en 5-7 años, es
una especie longeva (sobrevivir hasta 37 años), y alcanza tamaños superiores a 400 kg y 3,0 m de
longitud total (TL) (Robins et al, 1986;. Bullock et al., 1992). Su ciclo de vida incluye cambios
ontogenéticos en el uso del hábitat: las larvas se mueven desde el ambiente pelágico a las zonas
costeras de poca profundidad, los juveniles bentónicos viven en estuarios, y los adultos se dan en
arrecifes <50 m de profundidad (Eklund y Schull, 2001).
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Reproducción

Su época de reproducción se da entre junio y diciembre, donde la actividad tiene un pico
indicado de julio a septiembre, principalmete en el este del Golfo de México (Bullock et al.
1992). El mero guasa es uno de los pocos meros que habitan en aguas relativamente poco
profundas de 10-50 m (Coleman et al. 2000). Un estudio indica que una longitud de 1.322 mm
estándar (SL) y 1.397 mm de longitud femenino tenían una fecundidad parcial de 38.922.168 ±
1.518.283 y 56.599.306 ± 1.866.130 oocitos, respectivamente (Bullock y Smith, 1991). Los
rasgos críticos de historia de vida tales como la madurez sexual tardía (cinco años), longevidad (>
38 años), fuerte fidelidad al sitio, el lento crecimiento y la formación de agrupaciones de desove
(Bullock et al., 1992;. Huntsman et al, 1999 ; Morris et al, 2000; Eklund y Schull, 2001), cuando
hasta 100 individuos maduros se congregan en una zona reducida para desovar entre 15 y 30 m
de profundidad. Los ejemplares jóvenes nacen hembras, pero entre los 10 y los 12 años cambian
de sexo, volviéndose machos (Sadovy y Eklund, 1999).

Alimentación

Un estudio realizado por Gomez et al., (1999) en seis muestras analizadas se encontró que
el mero guasa se alimenta principalmente de crustáceos, langostas espinosas en particular, así
como tortugas, pulpos y peces, incluyendo rayas e incluso tiburones.

Parámetros físico químicos del cultivo de mero

Es importante tener en cuenta las condiciones del medio en el cual que se encuetran los
peces para su optimo crecimiento, las variables aquí presentadas fueron tomadas en el caribe
colombiano en cultivos de mero para la realización de ensayos para determinar el crecimiento y
desempeño general de juveniles silvestres de mero guasa Epinephelus itajara (lichtenstein)
mantenidos en jaulas flotantes (Ver tabla 2) (Botero y Ospina, 2003)
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Tabla 2. Parámetros fisico quimicos del cultivo de mero

PARAMETRO

Rango

Oxigeno

6,2 – 7,1

Temperatura

27,9 – 30,5

Salinidad

31 – 37

Transparencia (Secchi. Cm )

>500

Fuente: Botero y Ospina, 2003

Enfermedades Virales de cobia y mero

Rodríguez et al (2001), afirma que los virus son agentes infecciosos infinitamente
pequeños, sólo pueden multiplicarse dentro de las células vivas del huésped, siendo ésta una de
las características distintivas, además de su estructura sencilla, formada de ADN o RNA. En los
peces, el estudio de los virus es relativamente reciente y se diferencian de los que atacan a otros
animales en su especificidad hacia el hospedero y la temperatura en la que se realiza su
replicación. En peces de aguas frías, se multiplica a una temperatura entre 5°C y 25°C, mientras
que en aguas templadas los hacen entre 15°C y 30°C porque no toleran temperaturas iguales o
mayores a 37° C. Estos se componen, al menos, de un genoma de ácido nucleico ADN o ARN y
una cubierta de proteínas.

La cubierta proteica o cápside de un virión (virus completamente ensamblado o partícula
viral) está compuesta de múltiples copias de uno o más tipos de proteínas. Estas proteínas se
ensamblan, formando unidades estructurales llamadas capsómeros. Los virus más simples son
aquellos que carecen de envoltura y tienen ADN o ARN de cadena sencilla (OIE, 2011). Los
virus envueltos contienen una membrana externa que rodea a la nucleocápside. La envoltura viral
se deriva de membranas de la célula hospedera (nuclear, de aparato de Golgi, de retículo
endoplásmico o membrana plasmática). Tal como estas membranas, la envoltura viral se
compone de una bicapa lipídica con proteínas insertadas en ella, proteínas que son codificadas
por el virus (Rodríguez et al., 2001).
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Encefalopatía y Retinopatía Vírica (VER)

La encefalopatía y retinopatía vírica (VER) es una enfermedad infecciosa de ARN de
cadena sencilla, cuyo origen es viral (familia Nodaviridae, genero Nodavirus), sin envoltura y
esférico, mide unos 25 nm de diámetro (Iwamoto et al 2000), se ha notificado en más de 50
especies de peces, principalmente marinas, y las más afectadas, que también pueden ser
manejadas como alimento vivo, como las corvina roja (Sciaenops ocellatus), cobia
(Rachycentron canadum), Lubina (Dicentrachus labrax), la perca gigante (Lates calcarifer), la
dorada (Sparus aurata), el atún rojo del Pacífico (Thunnus orientalis), varias especies de meros
Familia Serranidae, y varias especies de peces planos, como el fletán (Hippoglossus
hippoglossus) y japonés lenguado (Paralichthys oliveatus), es probable que aumente la incidencia
de la enfermedad en el futuro después de la introducción de nuevas especies y el aumento del
comercio de la acuicultura (Maltese y Bovo 2007).

La cobia es susceptible a la VER, esta causa daños económicos significativos para la
industria de la acuicultura marina, es la patología más devastadora de alevines cultivados, se
caracteriza por anormalidades neurológicas, tales como: nado errático (en espiral, en remolino o
con el vientre hacia arriba en posición de descanso), pérdida de apetito, letárgia y la
vacuolización de los tejidos nerviosos centrales, en los peces adultos suele aparecer ceguera;
cuando resultan afectados los estadios larvarios, se observa mayor mortalidad, en promedio del
100%, mientras que en los juveniles y en peces de más edad en general se han comunicado
menores pérdidas. (OIE, 2006; Sarasquete et al, 2000). Munday y su grupo de investigadores
(2002) indica que las posibilidades de transmisión horizontal se da por agua contaminada, en el
caso de la transmisión vertical se observa en reproductores a su descendencia, sin embargo
todavía no se ha demostrado definitivamente si el virus está dentro o fuera de los huevos en
forma de contaminante superficial, otra posibilidad es la alimentación de reproductores con
pescado crudo. Conocer el estado sanitario de las poblaciones silvestres acuáticas y su posible
interacción con las especies cultivadas, salvaguardaran la seguridad alimentaria. El control de la
enfermedad se complica por dificultades en la aplicación de estrictas medidas de higiene y
prevención en los entornos abiertos como el mar y en la selección de reproductores libres de
infección (Yanong, 2010).
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El agente causal de la VER o NNV (virus de la necrosis nerviosa) se identificó por primera
vez como nuevo miembro de la familia Nodaviridae tras la purificación de tejidos encefálicos de
larvas afectadas de jurel dentón, y se adoptó la denominación de virus de la necrosis nerviosa del
jurel dentón (SJNNV) (Shetty, 2012). Se han identificado los diferentes genotipos del virus y las
temperaturas óptimas para su replicación: virus de tipo SJNNV (virus de la necrosis nerviosa del
jurel dentón) 20 – 25°C, virus de tipo TPNNV (virus de la necrosis nerviosa de Takifugu
rubripes: especie de pez globo) 20°C, virus de tipo BFNNV (virus de la necrosis nerviosa de
Veasper moseri) 15 -20°C, y virus de tipo RGNNV (virus de la necrosis nerviosa de mero de
pintas rojas (Epinephelus akaara)) 25 – 30°C (Iwamoto et al 2001). En base a las características
de cada uno de los genotipos se determinó que la secuencia del RGNNV, es el determinante para
el desarrollo del estudio, este genoma está formado por dos moléculas de ARNss de sentido
positivo: ARN1 (3,1 kb) codifica la replicasa (110 kDa) y ARN2 (1,4 kb) codifica la proteína de
recubrimiento (42 kDa) (Iwamoto et al., 2004; Sommerset & Nerland, 2004; Tan et al., 2001). La
región conservada ARN1, corresponde a la región T2, en donde la posición de los nucleótidos
son 564 al 619 y 844, mientras que la región variable, corresponde a la región nombrada T4 que
va de 695 al 1061 nucleótido (Iwamoto et al., 2004).
Los B-nodavirus son capaces de sobrevivir en el medio acuático durante un largo tiempo
especialmente en aguas marinas (Frerichs et al., 2000), lo contrario ocurre a 25°C o más, en
donde la supervivencia resulta notablemente afectada. La contaminación en este medio tras la
aparición de esta enfermedad, perdura durante largos períodos, siendo una fuente de infección
para especies salvajes susceptibles. En peces congelados, el virus puede persistir y puede
representar un posible riesgo si se utiliza este pescado crudo para alimentar a otros peces (Mori et
al, 2005).
Distribución geográfica y hospedadores
El virus de la encefalopatía y retinopatía vírica se ha notificado oficialmente en muchas
regiones del sureste asiático, Oceanía, Mediterráneo, el Reino Unido, Noruega, el Caribe y
Norteamérica. Además se han documentado mortalidades causadas por B-nodavirus, en meros
salvajes que viven a lo largo de las costas senegalesa y libia (Munday et al., 2002).
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Hasta la fecha, la enfermedad ha sido descrita en más de 40 especies pertenecientes a
diferentes órdenes, principalmente de origen marino, es probable que aumente el número de
infectados en el futuro con el constante crecimiento de la actividad acuícola, incluyendo especies
ornamentales (Gómez et al., 2006).
Algunas de las especies importantes consideradas hasta hace poco resistentes al virus, como
la dorada (Sparus aurata), ahora están seriamente amenazadas, debido a la reciente aparición de
algunos brotes alarmantes (Beraldo et al, 2007).
Las tasas de mortalidad más elevadas se han observado con mayor frecuencia en larvas y
juveniles, graves pérdidas también han sido reportados en adultos de jurel dentón (Pseudocaranx
dentón) (Nguyen et al, 1997), mero de siete bandas (Epinephelus septemfasciatus) (Tanaka et al,
1998) y robalo (Dicentrarchus labrax) (Breton et al, 1997). Pérdidas severas ocurrieron también
en el fletán adulto (Hippoglossus hippoglossus) y el bacalao del Atlántico (Gadus morhua)
criados en Noruega (Pantel et al, 2007), que por lo general se ven afectados durante las etapas
larvales y juveniles (Grotmol, 2000; Johnson et al., 2001).
Ciclo de vida del virus
Con base en los resultados obtenidos en infecciones experimentales, llevadas a cabo por
distintos autores, los juveniles infectados suponen la forma más frecuente de propagación por
partículas víricas en el medio, posiblemente el virus invada el hospedador por el epitelio
intestinal y el sistema nervioso periférico, luego que alcance muy pronto los tejidos del sistema
nervioso central, donde provocaría la muerte del hospedador o permanecer durante varios años
en los sobrevivientes (Johansen et al., 2004). Los peces muertos descompuestos pueden
diseminar el virus, convirtiéndose en vectores biológicos. Los peces enfermos pueden resultar
fácilmente ingeridos por depredadores que además pueden diseminar el virus con heces
contaminadas. Se ha sospechado mucho de la transmisión vertical en algunas especies (Watanabe
et al., 2000); en este caso, el virus puede alcanzar las gónadas en desarrollo, principalmente en
condiciones de estrés, donde se ha detectado con frecuencia e infectar los huevos y el líquido
seminal, por ello, los programas de vigilancia deben incluir peces jóvenes, tejidos gonadales,
líquido ovárico y líquido espermático. (Dalla Valle et al., 2005). El encéfalo, la médula espinal y
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la retina se consideran los órganos diana en los que el virus se replica activamente, causando una
gran vacuolización tisular (Munday et al., 2002).
Sistemas de transmisión
Las observaciones de campo y resultados obtenidos a partir de ensayos experimentales
realizados por diferentes autores en condiciones controladas apoyan por completo la vía de
transmisión horizontal (Totland et al., 1999); aunque la posibilidad de la transmisión vertical
también se ha propuesto para algunas especies (Breuil et al., 2002; Johansen et al., 2002.).
Transmisión Horizontal:
Se ha demostrado que la VER se transmite a través de la convivencia de las larvas sanas e
infectadas, la enfermedad se puede desarrollar de 10-14 días después de la exposición (Maltese y
Bovo, 2007).

En algunas especies de mero (Epinephelus malabaricus), la enfermedad se

transmite por la inyección intra-peritoneal con material infectado, donde los signos clínicos son
similares a los que normalmente ocurren durante la infección natural; la tasa de mortalidad
inducida era 40-60%. Las situaciones de estrés contribuyen a la propagación de la enfermedad
(Boonyaratpalin et al., 1996). La enfermedad también se puede transmitir mediante una
inoculación intramuscular (Thiery et al., 2004) o por una infección oral (Peducasse et al., 1999),
donde son evidentes los trastornos nerviosos.
La alta resistencia de betanodavirus a las condiciones ambientales (Frerichs et al, 2000;
Maltese y Bovo, 2001;. Munday et al, 2002), sin duda, contribuye a aumentar la probabilidad de
transmisión horizontal, sobre todo en las zonas endémicas y esto ocurre especialmente cuando los
juveniles se transfieren de los criaderos a las instalaciones de engorde.
Transmisión Vertical
Según Breuil et al., (2002), la transmisión vertical puede representar una vía de
propagación importante del virus

en poblaciones cultivadas.

Los datos epidemiológicos

muestran claramente la alta prevalencia de la infección en etapas larvales tempranas y en
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juveniles de varias especies criadas en granjas dotadas de tratamiento de agua (Grotmol y
Totland, 2000). Se suponen varias hipótesis debido a la observación del agente viral en las
gónadas, en los huevos fertilizados y larvas procedentes de reproductores infectados
experimentalmente, mediante técnicas de diagnóstico como ELISA y RT-PCR (Dalla Valle et al,
2000; Breuil et al, 2002). Estos datos indican que, la enfermedad puede ser transmitida de los
reproductores a su descendencia, aunque todavía no está claro si la transmisión intra-ovárica está
implicada o si una contaminación externa se puede producir y transmitir la infección a las larvas
jóvenes en el momento de la eclosión (Maltese y Bovo, 2007).
Vectores
El agua es el principal vector abiótico, los B-nodavirus, se pueden propagar fácilmente,
durante un brote clínico, de una instalación a otra directamente por el agua y contaminando por
medio del personal, redes, botas y demás equipos. En mar abierto, la transmisión de la infección
de un lugar a otro deriva de la marea, de las corrientes dominantes, de los barcos que visitan
distintas producciones piscícolas y de los peces salvajes migratorios. Debido a la alta resistencia
del virus a condiciones ácidas y a temperaturas de 37°C (Frerichs et al., 2000), las aves ictiófagas
deben considerarse posibles vectores. Asimismo, el gran volumen de comercio a los moluscos
procedentes de zonas contaminadas. Este virus también se ha detectado en gusanos de arena
pertenecientes a la familia Nereidae, el mercado internacional de este tipo de gusanos como cebo
debe considerarse un riesgo de propagación de B-nodavirus de una zona a otra (Bovo et al.,
2011).
Signos clínicos
Los signos clínicos están sujetos a las lesiones que se producen en el sistema nervioso
central (SNC) y la retina,

representados principalmente por un comportamiento natatorio

anormal que puede manifestarse de diversas maneras dependiendo de la especie y la edad. En
algunos peces se presentan largos períodos de ataxia, también se observan posiciones
estacionarias anómalas (posición vertical con la cabeza o la aleta caudal por encima de la
superficie del agua). Frecuentemente, ciertas especies se golpean contra las paredes del tanque
ocasionándose lesiones traumáticas de los maxilares (Maltese y Bovo, 2007).
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La pérdida de apetito y un cambio progresivo en la pigmentación es un comportamiento
frecuente en los peces infectados. Las larvas de lubina (Lates calcarifer) y fletán (Hippoglossus
hippoglossus) tienden a perder color, mientras que los juveniles de fletán (Hippoglossus
hippoglossus), robalo (Dicentrarchus labrax), rodaballo (Scophthalmus maximus) y mero
(Epinephelus spp), asumen una pigmentación más intensa a partir de la aleta caudal (Munday et
al, 2002).
La aparición de los síntomas clínicos puede ser influenciada significativamente por la
temperatura (Tanaka et al, 1998.). Observaciones posteriores revelaron que se puede producir
infección natural y la enfermedad en un rango de temperatura más amplio.
Los peces más afectados pertenecen a especies que habitan entre 28-30 °C, temperatura en
la que se produce la mortalidad (Danayadol et al., 1995) o las larvas de dentón, que se ven
afectadas entre 20-26 ° C (Arimoto et al, 1994).
Los brotes de VER pueden ocurrir a bajas temperaturas entre 14-15 ° C, con pocos
síntomas o no aparentes (Borghesan et al, 2003). Por otra parte, la enfermedad puede suponer el
desarrollo particularmente grave, cuando la temperatura del agua fluctúa diariamente a tal grado
como para comprometer los mecanismos de defensa del virus.
Control y prevención
Es posible que sólo se consiga prevenir la enfermedad, evitando la exposición de
poblaciones a los agentes causales. Desafortunadamente, este método es muy difícil de aplicar en
instalaciones de engorde, pero puede ser muy útil en viveros siempre que utilicen agua libre del
virus e introduzcan larvas procedentes de reproductores libres del virus. En distintos estudios se
ha observado que la inmunización con proteína vírica recombinante de recubrimiento expresada
por Escherichia coli o con partículas de tipo vírico en un sistema de expresión por virus
inactivado por formalina puede ser eficaz para controlar la enfermedad. Actualmente no se
dispone de ninguna vacuna comercial. (Thiéry et al., 2006; Yamashita et al., 2005).
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Las prácticas generales de higiene, como el tratamiento con luz UV del agua que entra en
los viveros, el lavado de huevos fecundados en agua de mar tratada con ozono o cloración del
agua utilizada para el cultivo, la adopción de barreras sanitarias, el descanso periódico y la
desinfección de los tanques y los filtros biológicos, la desinfección de las instalaciones y los
utensilios y el evitar alimentar a los peces con pescado crudo, es importante reducir los factores
estresantes mejorando el método de inducción del desove, aportar suficiente alimento a los
reproductores y disminuir la densidad de población de larvas y juveniles (Mori et al., 2005;
Watanabe et al., 2000).
Técnicas de diagnóstico
Según la OIE (2011), la obtención de muestras se basa en peces sintomáticos, las muestras
deben guardarse a 4°C (2-3 días) o congeladas a -20°C o -80°C (2-3 semanas). Son aceptables las
muestras combinadas formadas por 5-10 peces con signos clínicos cada una. Cuando se busquen
posibles portadores, deben analizarse peces individualmente. Se eligen órganos como el encéfalo
y los ojos que son los tejidos diana a efectos del diagnóstico, en el caso que se llegue a sospechar
de estadios larvarios o de muy corta edad (<1 cm), puede procesarse el cuerpo entero. Si la
longitud del pez está entre 1 y 6 cm, debe separarse la cabeza entera, incluidos encéfalo y ojos,
del resto del cuerpo y utilizarse como muestra. En el caso de peces más grandes, la muestra sólo
debe consistir en el encéfalo y los ojos.

Las pruebas de diagnóstico sugeridas por Maltese y Bovo (2007) es la histopatología, en el
que una preparación de secciones delgadas de tejido se colocan en un portaobjetos de vidrio, se
tiñe y se examina bajo el microscopio; aislamiento del virus, lo que requiere el crecimiento del
virus en cultivo celular; pruebas de anticuerpos producidos por los peces contra el virus, el uso de
un microscopio electrónico para buscar partículas virales y el uso de reacciones en cadena de la
polimerasa (PCR) o sondas de ADN (fragmentos de material genético que se unirán
específicamente a B-nodavirus) con el fin de revelar la existencia de ADN viral.

La PCR con transcripción inversa (RT-PCR) es el método más rápido y cómodo de
diagnosticar peces infectados clínicamente, mientras que la PCR anidada o la PCR en tiempo real
son herramientas útiles para diagnosticar peces infectados subclínicamente, como portadores. Los
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protocolos basados en la PCR aplicados al diagnóstico de enfermedades víricas tienen como
ventaja un procesado rápido, rapidez de comunicación de resultados y una alta sensibilidad y
especificidad, y por tanto son herramientas adecuadas para la detección rápida de B-nodavirus.

Perspectivas futuras

A pesar de los diversos estudios para determinar la enfermedad, aun quedan cuestiones
importantes sin resolver, con respecto a los mecanismos de transmisión de la enfermedad y el
papel de los portadores asintomáticos. Para algunas especies la posibilidad de transmisión
vertical se ha sugerido fuertemente; sin embargo, todavía no se ha demostrado definitivamente si
se trata de una verdadera transmisión vertical o, más bien, un fenómeno de contaminación en la
cáscara de huevo, lo cual es más probable que ocurra. Sería simplemente una cuestión de
encontrar un protocolo de desinfección eficaz, que puede prevenir la transmisión de la
enfermedad, a partir de los reproductores que están infectando a su progenie.

Reacción en Cadena de la Polimerasa de Transcripción Inversa (RT-PCR)

El genoma de muchos virus está compuesto de ARN en lugar de ADN de tal manera que
para su detección por PCR, se debe realizar un proceso denominado transcripción reversa (RT).
La transcripción reversa genera una copia de la hebra de RNA, pero esta copia es ADN
complementario (cADN), el cual es estable al calor y puede resistir la metodología PCR (Logan
et al, 2009).

Según Gibello et al, (2001) la forma más rápida para determinar la presencia de
enfermedades es la reacción de la cadena polimerasa (PCR) y para prevenir el desarrollo de éstas
se da mediante buenas prácticas de manejo, la técnica de PCR permite amplificar de manera
selectiva fragmentos del ADN contiene toda la información genética que define la estructura y la
función de un determinado microorganismo, situados entre dos regiones cuyas secuencias son
conocidas. Estas dos regiones se utilizan como iniciadores en la reacción de síntesis del ADN,
que está catalizada por la enzima ADN polimerasa. La reacción de PCR consta de varios ciclos a
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diferentes temperaturas de amplificación en los cuales se hace referencia a la desnaturalización,
anillamiento y extensión (Zavala, 2005). Después de la serie de ciclos, el resultado que se obtiene
es la amplificación exponencial del fragmento de ADN seleccionado.

Esto es realizado en un termo ciclador, que varía las temperaturas: de desnaturalización,
que separa la cadena de ARN unida en diferentes partes de ésta; de alineamiento, que une los
iniciadores al extremo 3’ y de extensión, que sintetiza la nueva cadena de ADNc (Mackay et al.,
2002).
Diseño de cebadores o iniciadores
Un cebador, iniciador o primer, es una cadena de ácido nucleico o de una molécula
relacionada que sirve como punto de partida para la replicación del ADN. Es una secuencia corta
de ácido nucleico que contiene un grupo 3'hidroxilo libre que forma pares de bases
complementarios a una hebra molde y actúa como punto de inicio para la adición de nucleótidos,
con el fin de copiar la hebra molde .
Se necesita un primer, porque la mayoría de ADN polimerasas, enzimas que catalizan la
replicación del ADN, no pueden empezar a sintetizar una nueva cadena de ADN de la nada, sino
que sólo pueden añadir nucleótidos a una hebra preexistente. Se requieren dos para la reacción de
PCR, uno en el extremo 3' y el otro complementario para la otra hebra. Estos son
aproximadamente 20 nucleótidos, porque es la cantidad necesaria para que de manera probable,
se una a un sitio específico de la cadena de ADN.
En la mayoría de replicaciones del ADN, el principal cebador para la síntesis de ADN es
una cadena corta de ARN. Este ARN lo produce una ARN polimerasa (primasa), y luego una
ADN polimerasa lo elimina y lo sustituye con ADN.
Generalmente son utilizados cebadores de 16 a 30 nucleótidos de longitud, lo que permite
que la temperatura de anillamiento sea razonablemente elevada. Deben evitarse las secuencias
repetidas invertidas, con el fin de prevenir la formación de estructuras secundarias del cebador,
que impedirían su hibridación con el ADN molde. Normalmente se observa una importante
reducción del rendimiento cuando los cebadores se encuentran a más de unos 3 kb de distancia
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entre sí. La concentración usual de oligonucleótidos para la PCR es de 1 μM, esto resulta
suficiente para al menos 30 ciclos de amplificación. La presencia de oligonucleótidos a una
concentración superior puede provocar la amplificación no deseada de secuencias distintas de la
diana. Por el contrario, la PCR no es eficaz si la concentración del cebador es limitante (Ziemer y
Steadham 2003). Los segmentos amplificados, se observan en gel de agarosa teñido con bromuro
de etidio en un transiluminador de luz ultravioleta (Mackay et al., 2002).
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MATERIALES Y MÉTODOS

Ubicación geográfica

Este estudio se llevó a cabo en el laboratorio de biología molecular del Centro de
Investigación de la Acuicultura de Colombia CENIACUA, donde se procesaron muestras
provenientes del Centro de Investigación, Educación y Recreación (CEINER) que posee un stock
de ejemplares de cobia y mero, además del módulo de cultivo de cobias en jaulas flotantes frente
a la Isla de Tierrabomba de C.I Antillana. CENIACUA se encuentra localizado en el
departamento de Bolívar en la ciudad de Cartagena, específicamente a dos kilómetros al
noroccidente del corregimiento de Punta Canoas y a 11 kilómetros al norte de la carretera, que
comunica a Cartagena con Barranquilla a 2 m.s.n.m, con temperatura promedio de 26 a 30°C
(Suárez, 2002).
Ilustración 8. Localización laboratorio CENIACUA.

Fuente: Google Earth, 2012
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Tipo de Muestreo

El número de ejemplares fueron tomados de acuerdo a la disponibilidad de peces en cada
uno de los sitios de cultivo, se restringió gran cantidad de animales, debido a que alguna de las
muestras son letales y el precio comercial de esta especie es elevado, se realizó una línea base
que permitió dar un diagnóstico sobre la presencia de la enfermedad VER y el estado sanitario de
la Cobia en el Caribe colombiano. El proceso de toma de muestras se basó en el Protocolo
Normalizado de Trabajo para Muestreo y diagnóstico de Betanodavirus, VHSV e IPNV, en peces
salvajes y cultivados, que consistió en una reagrupación, dentro de la planta de cultivo.

Se analizaron 11 pooles de 5 ejemplares cada uno de cobia (Rachycentron canadum) en
CENIACUA y Antillanas C.I además 4 reproductores de mero guasa (Epinephelus itajara),
provenientes del CEINER, por su estrecha relación con los cultivos de cobia como posibles
portadores de la enfermedad, los criterios utilizados en la selección de los ejemplares fueron con
base en comportamientos no propios de la especie como: nado errático, cambios en la
pigmentación, laceraciones en la piel, tallas pequeñas, las muestras utilizadas procedentes de
peces vivos, muertos o moribundos, fueron cerebro, retina y contenido gonadal por el método de
canulación.

Para obtener las respectivas muestras, se utilizó un equipo de disección, con el cual se
extrajo la retina de las larvas, el mismo procedimiento se utilizó con la toma de cerebro, donde
fue necesario la implementación de una sierra, que permitiera atravesar el cráneo. Se tomó una
pequeña cantidad de cada una de los tejidos los cuales se homogenizaron de acuerdo a su estadio
y se conservaron en RNAlater a -20°C. En el caso de los meros se tomaron muestras fijadas en
alcohol absoluto, de éstas se tomó una pequeña cantidad de tejido y luego se conservó en
RNAlater a -20°. Todas las muestras fueron extraídas para proceder a realizar la técnica RT-PCR
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Fase de Campo

Etapa de larvicultura:

Se evaluaron dos ciclos de larvicultura por un período de 33 días post eclosión (DPE). En
la recepción de huevos provenientes del CEINER, se acondicionó un tanque de incubación con
aireación suave y recambio diario del 100%, luego de 24 horas se verificó la eclosión y el
momento en que las larvas absorbieron el saco vitelino, se trasladaron al tanque 1 (TQ1) y 2
(TQ2) de la sala de larvicultura, cada uno de los tanques se llenaron con 4.5 toneladas de agua de
mar filtrada y 500 litros de microalgas Nannochloropsis oculata, para estimular la producción
enzimática, a partir del 2 DPE, su alimentación se basó en rotíferos y artemía con seis raciones
diarias durante quince días y luego se inició el destete con alimento balanceado (Mendoza et al.
2012c). A diario se realizó un control sanitario de cada tanque a cinco animales seleccionados al
azar, a los cuales se le determinó tasa de crecimiento y se realizaron observaciones
microscópicas, para caracterizar el contenido estomacal y el aspecto de sus branquias, para el
diagnóstico de la VER, se tomaron dos pooles por tanque en cada uno de los ciclos, como talla
promedio normal, se estableció 80 a 100mm de longitud, los animales que se encontraron por
debajo de este promedio fueron los analizados en busca de la enfermedad.

Etapa de engorde:

Las jaulas de engorde están localizadas en la isla de Tierrabomba a 1,5 km al suroeste de
Cartagena de Indias, cada jaula consta de un aro rígido fabricado en polietileno de alta densidad
(HDPE), con unos soportes verticales que le sirven para estructura y flotabilidad. Las
dimensiones para la talla de engorde son de 21 metros de diámetro, una profundidad de 9 metros,
con capacidad para 3.177 metros cúbicos; las redes son elaboradas con hilos de 3 mm de
diámetro, sin nudos para disminuir laceraciones en la piel y en los ojos por rozamiento con la
malla,

los orificios deben ser de tal tamaño, que eviten la entrada de grandes predadores. La

alimentación durante esta etapa se compone de pellet a base de harina y aceite de pescado, entre
otras harinas de origen vegetal (Mendoza et al, 2012d). Al momento de realizar la toma de
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muestras se eligieron ejemplares al azar directamente de la plata de sacrificio C.I Antillanas, se
presentaron algunos casos con laceraciones en la piel y tallas muy pequeñas, se evaluaron tres
lotes L9 (retina y cerebro), L11 (cerebro), L12 (cerebro). El tamaño de los ejemplares varió entre
500 a 4000 gramos. La extracción de cerebro se realizó mediante una abertura en el cráneo, que
permitió la toma de 17 muestras, las cuales se agruparon según tejido cerebro (15) y retina (2)
respectivamente, en tubos falcón con RNALater y conservadasa -20°C, hasta su procesamiento
en el laboratorio de Biología Molecular de CENIACUA.

Etapa de reproducción:

Cobia:

En las instalaciones de CENIACUA, se adecuaron tanques circulares con capacidad para 14
toneladas, relación tres machos por dos hembras, se tomó una muestra de cerebro de animales
sintomáticos en cada uno de los tanques 17, 18, 21, 23, 24 de la sala de cría y levante de
reproductores. La recolección de esperma se realizó mediante la captura con una malla de
algodón para los ejemplares de 3 - 4 kg, se realizaron previamente lavados profilácticos en tres
tanques con capacidad para 500 litros, el primer tanque contenía anestésico (aceite de clavo 5
ppm), se espera de cinco a diez minutos, luego se sumerge en formol, y por último en agua
dulce, durante los lavados se insertó una cánula (Ф=2mm) en el poro urogenital deslizándola
suavemente y aspirando al mismo tiempo para determinar la presencia de huevos o de líquido
seminal (Mendoza et al, 2012b). Se observaron 23 ejemplares de los cuales 10 eran machos estos
se dividieron en dos grupos, para su posterior análisis en el laboratorio de biología molecular.
Además se recolectó un pool de reproductores que murieron y presentaban laceraciones en la
piel y otros por causas no establecidas.

Ilustración 9. Reproductores de CENIACUA
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Mero:

Los reproductores de mero guasa, se encuentran en condiciones de semi cautiverio en el
CEINER, ubicado en la isla de San Martin de Pajarales, Archipiélago Nuestra Señora del
Rosario, a 45 kilómetros del suroeste de Cartagena, con un área aproximada de 0,01 kilómetros2.
“El Archipiélago Nuestra Señora del Rosario está conformado por un conjunto de 27 islas que
hacen parte de la plataforma coralina más extensa del Caribe continental” (UAESPNN, 2006).
Los ejemplares se encuentran en corrales en el mar, cada ejemplar porta un chip electrónico en la
parte dorsal para su identificación. Se tomaron cuatro muestras de cerebro y retina en machos ya
muertos por causas desconocidas, se depositaron en tubos eppendorf con RNALater a -20°C, se
tomaron estas muestras para determinar la probabilidad de que los meros estén infectados de este
virus y puedan afectar las cobias (Rachycentron canadum).

Conservación de RNA

La utilización de RNAlater, tiene como objetivo estabilizar y proteger el RNA celular,
además evita la necesidad de procesar inmediatamente muestras de tejido (Ambión, 2006). Al
obtener las muestras, éstas se agruparon por pooles según órgano y estadio, se conserva una
muestra como reserva (contramuestra). Las muestras son conservadas a -20ºC durante 24 horas y
posteriormente a -80ºC indefinidamente. (OIE, 2006).

Fase de Laboratorio

Para realizar la estandarización del protocolo de identificación del virus por RT-PCR, se
siguieron los siguientes pasos:
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Extracción de RNA:

Materiales y Métodos:
 Cabina de flujo laminar (opcional)
 Microcentrífuga de 14000 r.p.m.
 Micropipetas graduadas de 2-20l, 20-200l, 100-1000l
 Microtubos para microcentrífuga de 1,5 ml
 Puntas para micropipeta aerosol resistentes de 20l, 200l y 1000l
 Puntas normales para micropipeta de 1000l
 Mini kit de extracción de ARN (50 unidades)

Para el proceso de extracción de ARN, se utilizó el RNeasy Mini Kit de Qiagen, el cual
consistió en los siguientes pasos: retirar cristales de congelación. Pesar 30 miligramos de muestra
y macerar, luego añadir 600 uL de RLT (mercaptoetanol 10 uL / 1 ml de buffer), luego realizar
un vortex durante 20 a 40 minutos para mezclar bien. Centrifugar el lisado durante tres minutos a
14.000 rpm. Retirar con cuidado el sobrenadante para utilizarlo durante el proceso de extracción,
después adicionar 600 uL de etanol al 70% y mezclar pipeteando. Trasladar 700 uL de la muestra
a una columna de RNA colocado en un tubo de recogida de 2 ml. Centrifugar 10.000 rpm durante
15 segundos, desechar y repetir para la cantidad restante, posteriormente añadir 700uL de
tampón RW1 a la columna y centrifugar 10.000 rpm durante 15 segundos. Añadir 500 uL de
RPE, centrifugar a 8.000 rpm durante 10 segundos. Añadir 500 uL de RPE, centrifugar a 10.000
rpm durante 2 minutos y centrifugar nuevamente, pero con la columna vacía, para verificar la
eliminación de residuos a 14.000 rpm durante 1 minuto. Pasar la columna a un eppendorf,
agregar 50 uL de agua libre de RNasas y centrifugar a 10.000 rpm durante 1 minuto y se repite
para terminar con un volumen final de 100 uL. Conservar a -80°C.

Selección de cebadores o iniciadores (Primers):

Una serie de iniciadores fueron usados con la finalidad de determinar, cuales eran los
adecuados en términos de sensibilidad y especificidad para el diagnóstico de VER por medio de
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la RT-PCR, teniendo en cuenta el genotipo RGNNV (virus de la necrosis nerviosa de mero de
pintas rojas (Epinephelus akaara) (Thiéry et al., 1999). A partir de las secuencias reportadas en el
Centro Nacional para Información Biotecnológica (NCBI), se seleccionó una secuencia del
fragmento RNA1 (FJ789783.1), con la que se diseñaron dos iniciadores de la región conservada,
también se probaron otras secciones del fragmento RNA2 de la región T4 región variable
diseñados por Thiery et al.,(1999) propuestos por la OIE (2006). Como control interno se utilizó
el gen de β- actina del pez Rachycentron canadum, para diseñar los iniciadores, se consultó la
secuencia que codifica para el gen en el Gene Bank (HM754627.1) (Ver tabla # 3).

Tabla 3. Selección de selección de iniciadores.
ORIGEN (Gene Bank)

SECUENCIA

FORWARD
REVERSE
Iniciadores, fragmento RNA1,
región conservada Primer # 1
5’ GGT-GTC-ACC-GCG-ATC-TGT-AG 3’ 5’ TCT-CGA-AAT-CCT-GCA-GGG-GA 3’
(FJ789783.1)
Iniciadores, fragmento RNA1,
región conservada Primer # 2
5’ TGG-AAG-GCA-ACT-TTG-CAA-GC 3’ 5’ AGC-TCG-TTG-GAT-CGT-GAC-TC 3’
(FJ789783.1)
Iniciadores (OIE, 2006),
5’ CGT-GTC-AGT-CAT-GTG-TCG-CT 3’ 5’ CGA-GTC-AAC-ACG-GGT-GAA-GA 3’
fragmento RNA2, región T4
Iniciadores (OIE, 2006),
fragmento RNA2, región T4
5’ GTT-CCC-TGT-ACA-ACG-ATT-CC 3’
5’ GGA-TTT-GAC-GGG-GCT-GCT-CA 3’
(anidada)
Iniciadores del gen de β- actina
5’ CGG-TCG-CCC-CAG-GCA-TCA-GG 3’ 5’ GCC-GGC-CAA-GTC-CAG-ACG-CA 3’
(Control Interno) (HM754627.1)

TAMAÑO DEL
FRAGMENTO
(pb)
322

340
420
292
422

Cálculo de la temperatura de alineación de los iniciadores:

La temperatura de alineación (TA), de los iniciadores se calculó utilizando la siguiente fórmula:
TA = (TmF – 5) + (TmR – 5) / 2

TmF = Temperatura media de los iniciadores forward.
TmR =Temperatura media de los iniciadores reverse.
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Tabla 4. Cálculo de temperatura de fusión de los iniciadores.

TEMPERATURA DE

TEMPERATURA DE

FUSION (°C)

FUSION (°C) CALCULADA

PROMEDIO
Iniciadores, fragmento

Forward

Reverse

60,53

60,52

55,52

59,90

59,83

54,86

57,5

57,1

52,3

53,2

60,3

54,25

65,8

65,5

60,65

RNA1, región conservada
Primer # 1 (FJ789783.1)

Iniciadores, fragmento
RNA1, región conservada
Primer # 2 (FJ789783.1)
Iniciadores (OIE, 2006),
fragmento RNA2, región T4
Iniciadores (OIE, 2006),
fragmento RNA2, región T4
(anidada)
Iniciadores del gen de βactina (Control Interno)
(HM754627.1)

Transcripción reversa y amplificación:
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Materiales y Equipos:
 Termociclador Perkin Elmer 2400 Geneamp y THERM-1000-2 Axygen
 Microcentrífuga de 14000 r.p.m y Vortex
 Cabina de seguridad
 Micropipetas graduadas de 0.5-10l, 2-20l, 20-200l, 100-1000l
 Microtubos para microcentrífuga de 1,5 ml
 Microtubos para PCR de 0,2 ml.
 Puntas para micropipeta aerosol resistentes de 10l, 20l, 200l y 1000l
 Agua desionizada y microfiltrada estéril
 Kit PCR Access para amplificación con enzima transcripción reversa AWV.
 Control positivo de RGNNV (Redspotted grouper nervous necrosis viral)
 Set de iniciadores para RGNNV (OIE) y del fragmento RNA1 (RdPD)
 Set de iniciadores del control interno (Gen β-actina)

En el cuarto de pre - PCR, utilizando guantes nuevos lavados con etanol y cambiándose la bata
de trabajo, pipetear las siguientes cantidades por cada reacción en un tubo de PCR de 0.2 ml
estéril:

Tabla 5. Reactivos y cantidades utilizadas en la reacción de la cadena polimerasa.
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Reactivo

Concentración
Inicial

Volumen (ul)

Agua desionizada estéril
Buffer de PCR

Concentración
Final

10.7
5X

4

1X

DNTPs

10 mM

0.4

200 M

MgSO4

25 mM

0.8

2.5 mM

5 pmol / l

0.8

0,2 pmol/ reacción

Transcriptasa inversa (AMV)

5 unidades (U) / l

0.4

1.25 U / reacción

DNA Polymerase TF1

5 unidades (U) / l

0.4

1.25 U / reacción

Iniciadores

Volumen total

17.5

Luego de haber adicionado la cantidad correspondiente de reactivo, se debe añadir 1 l de
ARN positivo para RGNNV al tubo de control positivo del laboratorio de referencia para VER
(Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Dipartimento di Ittiopatologia, Via Romea
14/A, 35020 Legnaro PD, ITALY) y 1 l de agua estéril al tubo de control negativo.

Se realizó un control interno para garantizar la presencia de ARN de Cobia dentro de la
muestra y determinar el buen funcionamiento de la PCR.

Tabla 6. Programa de amplificación para cada uno de los cebadores.
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En el caso de los cebadores de la OIE se realiza una PCR anidada, en la cual luego de la
finalizada la reacción de PCR con los iniciadores externos se realiza una segunda PCR con los
iniciadores internos, ésta se efectúa sin la adición de la enzima transcripción reversa.

Posteriormente se realiza una electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 %, se conectan los
electrodos a la cámara de electroforesis, se gradúa a 80 voltios y se corren las muestras con el
control positivo, negativo y un marcador de peso molecular durante 15 minutos, luego se
visualizan en un transiluminador de UV. Se consideran positivas aquellas que posean un producto
amplificado del tamaño que se muestra en la tabla (Posso, 2009).

Tabla 7. Tamaño del fragmento (pb).

ORIGEN (Gen Bank)

TAMAÑO DEL FRAGMENTO (pb)
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Iniciadores, fragmento RNA1, región

322

conservada Primer #1 (FJ89783.1)
Iniciadores, fragmento RNA1, región

340

conservad Primer #2 (FJ89783.1)
Iniciadores (OIE,2006) fragmento RNA2,

420

región T4
Iniciadores (OIE, 2006) fragmento RNA2,

292

región T4 (anidada)
Iniciadores del gen B-actina (control interno)

422

(HM754627.1)

Análisis de Información

Diseño experimental

Este tipo de estudio permite realizar un análisis estadístico univariado, que basado en el
estadígrafo de Chi cuadrado de Pearson con un Pvalué de <0.005, para detectar la diferencia
significativa entre las variables según el tejido, el estadio y el resultado de la RT-PCR, éstas se
tabularán en tablas de contingencia que serán medidas por Odds Ratio (OR), lo que se define
como la posibilidad de que la enfermedad se presentara en el muestreo poblacional.

Se utilizara un paquete estadístico SPSS startgraphics versión 5.1.
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En donde:
a/b: es la oportunidad de la enfermedad para
Fórmula para Odds Ratio:

el caso
c/d: es la oportunidad de la enfermedad para el

OR =

a/b

control

c/d
Cómo se interpreta el OR:
OR =1 no hay diferencia entre los tejidos y
estadios
OR >2 puede indicar una diferencia en tejido y
estadio

Fórmula Chi cuadrado

2  

En donde:

O

ij

 Eij 

Oij = Valor observado
Eij = Valor esperado

Eij
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RESULTADOS
Muestras Analizadas
Las muestras utilizadas en el proceso de extracción de ARN y amplificación se muestran en
la siguiente tabla:
Tabla 8. Muestras analizadas
N° POOL

ORIGEN

MUESTRA

TEJIDO

1

CENIACUA

Larvas (caso)

Retina

2

CENIACUA

Larvas (control)

Retina

3

ANTILLANAS Juveniles (Lote 12)

Cerebro

4

ANTILLANAS Juveniles (Lote 9)

Cerebro

5

ANTILLANAS Juveniles (Lote 11)

Cerebro

6

ANTILLANAS Juveniles (Lote 9)

Retina

7
Reproductores (Tanques 17, 18, 21, 23, 24 )

8

CENIACUA

Esperma

9

CENIACUA

10

CENIACUA

Larvas (Lote 2, caso )

Retina

11

CENIACUA

Larvas (Lote 2, control)

Retina

M1

CEINER

Reproductores de mero (Chip: 18222)

Retina

M2

CEINER

Reproductores de mero (Chip: 18899)

Cerebro

M3

CEINER

Reproductores de mero (Chip: 60176)

Retina

M4

CEINER

Reproductores de mero (Chip: 60176)

Cerebro

Juveniles
(sala de cría y levante de reproductores)

Cerebro

Estandarización del Protocolo de Extracción de ARN
Para determinar la presencia del virus se logró extraer ARN de los tejidos específicos para
este diagnóstico y del control positivo Betanodavirus inactivo y liofilizado (Dicentrarchus
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labras, lotto 1/3) (Ver Anexo A), primeramente se había establecido utilizar un protocolo con
Tiocinatato de Guanidio, el que normalmente se utiliza para la extracción de ADN y ARN de
camarón, pero se comprobó, por un análisis de espectrofotometría que las concentraciones de
ARN en la muestra eran muy bajas, este procedimiento consistió en diluir una pequeña cantidad
de ARN en tampón TEx, midiendo a 260nm y comparando con un blanco. La interferencia de
contaminantes se determinó calculando la presencia de proteínas que absorben a 280nm, se
empleó el cociente A260/A280, para calcular la pureza de los ácidos nucleicos. Los cocientes del
ADN y el ARN puros son aproximadamente de 1,8 y 2,0 respectivamente (Lipp et al., 2001);
como los resultados no fueron óptimos en la prueba de espectrofotometría, se optó por utilizar un
sistema de extracción con minicolumna por medio del RNeasy Mini Kit de Qiagen.

Estandarización del Control Interno
Los resultados del Blast, mostraron unos valores de e-value significativos (0.25-0.98),
demostrando una gran identidad de los cebadores de B-actina frente al genoma de la cobia (Ver
figura 1).

Max score

Total score

Query cover

E value

Ident

Accession

42.1

82.3

100%

0.34

100%

HM754627.1

Figura 1. Blast de control interno Gen β-actina
Fuente: National Center for Biotechnology Information
66

Al haber verificado que las secuencias utilizadas son las adecuadas para determinar la
presencia de ARN en las muestras, se validó la temperatura de anillaje según el resultado de la
fórmula TA = (TmF – 5) + (TmR – 5)/2, por lo que se decidió programar en el termociclador dos
temperaturas de anillamiento a 55 °C y 60 °C (calculada), se tomaron estas dos temperaturas, con
el fin de descartar que la temperatura correcta no fuera menor a la calculada, se corrió en el gel de
agarosa al 1,5% teñida con bromuro de etidio la muestra 6, en donde se observó la presencia de
dos bandas en el carril a 60°C, la primera banda estuvo por debajo de las 500pb y la segunda
banda por debajo de los 200pb; todo lo contrario pasó con el carril de 55°C donde no se visualizó
ninguna luminiscencia (Ver Figura 2).

Figura 2. Prueba de temperatura de alineación del control interno.
AW: marcador de peso molecular, C(- ): control negativo, 55°C temperatura promedio de los
cebadores, 60°C temperatura calculad, AW: marcador de peso molecular.
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Se estableció un rango para realizar un gradiente de temperatura y establecer finalmente la
temperatura de alineación de los iniciadores para el gen β-actina. La variación se dio entre los 60
a 65°C (60°C, 61.4°C, 63.4°C, 64.3°C). El resultado más acertado fue a una temperatura de
alineación de 61.4°C, eliminando completamente la segunda banda y mejorando la especificidad
con el aumento de temperatura (Ver Figura 3).

Figura 3. Gradiente de temperatura

Control Interno de las Muestras

Muestras de cobia:

Para verificar la extracción e integridad del ARN de las muestras a cada una de ellas se les
realizó una PCR utilizando los cebadores de B-actina 11 muestras de diferentes tejidos de cobia
fueron analizadas.
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Todas las muestras amplificaron para este gen a excepción de la muestra 9, se tomó como
resultado positivo la presencia de una banda de 422pb (Ver Figura 4). El resultado positivo en la
amplificación del gen β-actina, es un indicador de que la extracción de ARN fue realizada
adecuadamente, este gen ha sido implementado con el mismo propósito en estudios descritos por
Chamorro (2005), para la detección del virus de la necrosis pancreática.

Figura 4. Control interno para muestras de cobia

AW: marcador molecular Pool 1: retina de larvicultura de CENIACUA (sintomáticos), Pool 2:
retina de larvicultura de CENIACUA (asintomáticos), Pool 3: muestra de cerebro plata de
sacrificio ANTILLANA lote 12, Pool 4: muestra de cerebro planta de sacrificio ANTILLANA
lote 9, Pool 5: muestra de cerebro planta de sacrificio ANTILLANA lote 11, Pool 6: muestra de
retina planta de sacrificio ANTILLANA lote 9, Pool 7: muestra de esperma reproductores de
cobia en CENIACUA (asintomáticos), Pool 8: muestra de esperma de reproductores en
CENIACUA (sintomáticos), Pool 9: muestra de cerebro juveniles CENIACUA sala de levante
de reproductores , Pool 10: muestra retina de larvicultura de cobia (Lote 2, sintomáticos)
CENIACUA , Pool 11: muestra de retina de larvicultura de cobia (Lote 2, asintomáticos)
CENIIACUA; C (+): control positivo, C(-) control negativo; AW: marcador molecular.
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Muestras de mero
Se tomaron cuatro muestras de cerebro y retina conservadas en alcohol de reproductores
muertos, se realizó la extracción de ARN y amplificación con el Gen β- actina, del cual se obtuvo
un óptimo resultado en cuanto al ARN extraído.

Figura 5. Control interno para muestras de Mero Guasa
AW: Marcador de peso molecular, Muestra 1: ojo (Chip: 18222), Muestra 2: cerebro (Chip:
18899), Muestra 3: ojo (Chip: 60176), Muestra 4: cerebro (Chip: 60176), C(-): control negativo,
C(+): control positivo.
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Estandarización y Diseño de Cebadores o Iniciadores

Cebadores RNA1 (RdRP)
El fragmento RNA1 tiene una longitud de 3103 nucleótidos (nt), con una región conservada
que va del nucleótido 1 al 2690 (Ver Figura 6) (Liu et al., 2012).

Figura 6. Secuencia de la región conservada del fragmento RNA1 del VER
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El diseño de los iniciadores se utilizó el programa pick primer del centro nacional para la
información biotecnológica (NCBI), teniendo en cuenta las consideraciones generales para el
diseño, como son: longitud, temperatura de fusión, contenido de GC y se realizó BLAST a nivel
de oligonucleótidos, para confirmar que no existía complementariedad con otros organismos y así
garantizar la especificidad de los iniciadores, se alinearon secuencias correspondientes al
fragmento RNA1 dependiente de polimerasa del betanodavirus en especies filogenéticamente
emparentadas a modo de localizar las regiones más conservadas y obtener un diseño óptimo de
cebadores. Se realizó una PCR con iniciadores F1 – F2 para el fragmento RNA1 (Tabla 9).

Tabla 9. Cebadores del fragmento RNA1 RdRP

Se utilizó el siguiente programa de amplificación en el termociclador Perkin Elmer 2400
Geneamp PCR System,
 Hold. Transcriptasa inversa 48 °C por 45 minutos
 Desnaturalización inicial: 94°C durante 3 minutos
 Desnaturalización: 94 ˚C durante 30 segundos
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 Anillaje: 58 ˚C durante 30 segundos
 Extensión: 68 ˚C durante 30 segundos
 Extensión final: 68 ˚C durante 10 minutos
 Numero de ciclos: 39 ciclos

La visualización de amplificación se realizó por medio de electroforesis en el gel de
agarosa al 1,5% teñida con bromuro de etidio en el transiluminador de luz Ultra Violeta donde no
se observaron productos de amplificación con los cebadores en prueba (Figura 7).

Figura 7. RT-PCR Prueba de cebadores fragmento RNA 1 a 58°C.
AW: marcador de peso molecular, C(-) : control negativo, F1: fragmento RNA1 (Región
conservada) primer 1, F2: fragmento RNA1 (Region conservada) primer #2, AW: marcador de
peso molecular.
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Para aumentar la sensibilidad de la técnica se disminuyó en 3°C la temperatura de anillaje
pasando de 58 a 55°C en la cual, luego de 35 ciclos de amplificación, se observó una banda con
el peso molecular, esperado en cada uno de los cebadores, el juego de cebadores F2, mostró un
mejor comportamiento (mayor intensidad de la banda) (Ver figura 8).

Figura 8. RT-PCR Prueba de cebadores fragmento RNA 1 a 55°C
AW: marcador de peso molecular, C(-) : control negativo, F1: fragmento RNA1 (Región
conservada) primer #1, F2: fragmento RNA1 (Region conservada) primer #2.
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Estandarizada la temperatura de anillaje de los cebadores F2 (fragmento RNA1), se realizó
la respectiva RT-PCR en las muestras de tejido y en los diferentes estadios, en las cuales no se
detectó el virus RGNVV, estos resultados son alentadores, porque se descarta la presencia de
esta enfermedad letal en nuestras poblaciones (Ver imagen 9).

Figura 9. RT- PCR Muestras de cobia y mero con el primer F2 fragmento RNA1 (RdRP)

AW: marcador molecular Pool 1: retina de larvicultura de CENIACUA (sintomáticos), Pool 2:
retina de larvicultura de CENIACUA (asintomáticos), Pool 3: muestra de cerebro plata de
sacrificio ANTILLANA lote 12, Pool 4: muestra de cerebro planta de sacrificio ANTILLANA
lote 9, Pool 5: muestra de cerebro planta de sacrificio ANTILLANA lote 11, Pool 6: muestra de
retina planta de sacrificio ANTILLANA lote 9, Pool 7: muestra de esperma reproductores de
cobia en CENIACUA (asintomáticos), Pool 8: muestra de esperma de reproductores en
CENIACUA (sintomáticos), Pool 9: muestra de cerebro juveniles CENIACUA sala de levante
de reproductores , Pool 10: muestra retina de larvicultura de cobia proveniente del CEINER
(sintomáticos) , Pool 11: muestra de retina de larvicultura de cobia provenientes del CEINER
(asintomáticos); C(-) control negativo, C (+): control positivo primer control positivo primer F2
RT-PCR; AW: marcador molecular.
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Como se observa, el control positivo es luminiscente pero un poco tenue (figura 9) por esta
razón se decidió hacer una PCR anidada para incrementar la sensibilidad y la especificidad de la
técnica en la detección del RGVNN (figura 10).

Figura 10. PCR anidada, muestras de cobia y mero con cebadores F2 fragmento RNA1 (RdRP)

AW: marcador molecular Pool 1: retina de larvicultura de CENIACUA (sintomáticos), Pool 2:
retina de larvicultura de CENIACUA (asintomáticos), Pool 3: muestra de cerebro plata de
sacrificio ANTILLANA lote 12, Pool 4: muestra de cerebro planta de sacrificio ANTILLANA
lote 9, Pool 5: muestra de cerebro planta de sacrificio ANTILLANA lote 11, Pool 6: muestra de
retina planta de sacrificio ANTILLANA lote 9, Pool 7: muestra de esperma reproductores de
cobia en CENIACUA (asintomáticos), Pool 8: muestra de esperma de reproductores en
CENIACUA (sintomáticos), Pool 9: muestra de cerebro juveniles CENIACUA sala de levante
de reproductores , Pool 10: muestra retina de larvicultura de cobia proveniente del CEINER
(sintomáticos) , Pool 11: muestra de retina de larvicultura de cobia provenientes del CEINER
(asintomáticos); C(-) control negativo, C (+): control positivo primer F2 PCR anidada; AW:
marcador molecular.
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Estandarización de Cebadores de la OIE

El fragmento RNA2 tiene una longitud de 1433 nucleotidos, con una región variable
llamada T4 que va del nucleótido 642 al 1271 (Ver Figura 11), ésta codifica proteína de la
cubierta (CP) con una masa molecular calculada de 37.059 kDa.

Figura 11. Secuencia del fragmento RNA2 de la región T4

Para confirmar la alineación de los mismos se realizó un BLAST, donde se obtuvo una
homogeneidad más baja de la esperada, sin embargo de acuerdo a investigaciones y resultados
mostrados por Thiery (1999) y las recomendaciones de la OIE se utilizan como eficientes en el
diagnóstico de VER.
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La amplificación de los iniciadores de la OIE se compone de dos pasos, primeramente se realiza
una RT-PCR con los cebadores externos (Ext) con un producto correspondiente a 427pb y con el
resultado de éste se realiza un PCR tradicional con los cebadores internos (Int) con un producto
resultante de 292pb sin la adicción de la enzima transcripción reversa, se tomó la temperatura de
fusión calculada, por lo cual se programó una temperatura de anillaje de 53°C en el
Termociclador, en el Protocolo Normalizado de Trabajo para Muestreo y diagnóstico de
betanodavirus, VHSV e IPNV en peces salvajes y cultivados, se utilizó una temperatura de
anillaje a 58°C, pero al ver que el resultado era óptimo con la temperatura calculada no se realizó
ningún cambio. Se puede deducir que el control positivo se observa en los cebadores externos
(Ext) con 420pb, pero con mayor grado de luminiscencia en los cebadores internos (Int) con
292pb por medio de una PCR anidada (Ver Figura 12).

Figura 12. PCR anidada para los cebadores de la OIE.
AW: marcador de peso molecular, C(-): control negativo, Ext: cebadores externos, Int: cebadores
internos.
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Con base en las temperaturas establecidas anteriormente, se procedió a correr en el
termociclador las muestras de cobia y mero, el control positivo fue visible luego de la PCR
anidada con un producto amplificado esperado de 292pb (Figura 13 y 14).

Figura 13. Muestras de cobia y mero con cebadores de la OIE RT-PCR
AW: marcador molecular Pool 1: retina de larvicultura de CENIACUA (sintomáticos), Pool 2:
retina de larvicultura de CENIACUA (asintomáticos), Pool 3: muestra de cerebro plata de
sacrificio ANTILLANA lote 12, Pool 4: muestra de cerebro planta de sacrificio ANTILLANA
lote 9, Pool 5: muestra de cerebro planta de sacrificio ANTILLANA lote 11, Pool 6: muestra de
retina planta de sacrificio ANTILLANA lote 9, Pool 7: muestra de esperma reproductores de
cobia en CENIACUA (asintomáticos), Pool 8: muestra de esperma de reproductores en
CENIACUA (sintomáticos), Pool 9: muestra de cerebro juveniles CENIACUA sala de levante
de reproductores , Pool 10: muestra retina de larvicultura de cobia proveniente del CEINER
(sintomáticos) , Pool 11: muestra de retina de larvicultura de cobia provenientes del CEINER
(asintomáticos); C(-) control negativo, C (+): control positivo primer de la OIE cebadores
externos; AW: marcador molecular.
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Figura 14. Muestras de cobia y mero con cebadores de la OIE PCR Anidada

AW: marcador molecular Pool 1: retina de larvicultura de CENIACUA (sintomáticos), Pool 2:
retina de larvicultura de CENIACUA (asintomáticos), Pool 3: muestra de cerebro plata de
sacrificio ANTILLANA lote 12, Pool 4: muestra de cerebro planta de sacrificio ANTILLANA
lote 9, Pool 5: muestra de cerebro planta de sacrificio ANTILLANA lote 11, Pool 6: muestra de
retina planta de sacrificio ANTILLANA lote 9, Pool 7: muestra de esperma reproductores de
cobia en CENIACUA (asintomáticos), Pool 8: muestra de esperma de reproductores en
CENIACUA (sintomáticos), Pool 9: muestra de cerebro juveniles CENIACUA sala de levante
de reproductores , Pool 10: muestra retina de larvicultura de cobia proveniente del CEINER
(sintomáticos) , Pool 11: muestra de retina de larvicultura de cobia provenientes del CEINER
(asintomáticos); C(-) control negativo, C (+): control positivo primer de la OIE cebadores
internos; AW: marcador molecular.

Los resultados obtenidos en las diferentes reacciones de amplificación, se determinó que el
segundo primer del fragmento RNA1 de la región conservada denominado F2, fue el más
eficiente, debido a que se pudo detectar el virus sin necesidad de realizar una PCR anidada, esto
es beneficioso en términos de costos, tiempo y manipulación ya que se disminuye el riesgo de
contaminación de las muestras.

Se estandarizó un protocolo y se diseñaron cebadores sensibles y específicos para la
detección de esta enfermedad, siendo esto un aporte para el control sanitario, que debe tener la
industria piscícola y que ayudara a mitigar el efecto negativo que producen estas enfermedades.
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Diseño Experimental

Tabla 10. Tablas de contingencia para tejido

RGNNV cobia (Rachycentron canadum)
tejido

Positivo

retina

cerebro

contenido gonadal

Total

negativo

total

0

5

5

0%

45%

45%

0

4

4

0%

36%

36%

0

2

2

0%

18%

18%

0

11

11

0%

100%

100%

Tabla 11 . Tabla de contingencia para estadio

RGNNV cobia (Rachycentron canadum)
Estadio
Larva

Juvenil

Reproductor

Total

Positivo

Total

Negativo
0

4

4

0%

57%

57%

0

1

1

0%

14%

14%

0

2

2

0%

29%

29%

0

7

7

100%

100%
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Tabla 12. Tabla de contingencia para reproductores de mero.

RGGNV Rproductores de mero (Epinephelus itajara)
Tejido

Positivo

Retina

Cerebro

Total

Negativo

Total

0

2

2

0%

50%

50%

0

2

2

0%

50%

50%

0

4

4

0%

100%

100%

Tabla 13. Resultado de Chi cuadrado.

Estadístico

Valor

gl

p

Chi Cuadrado Pearson

1,27

2

0,5292

Chi Cuadrado MV-G2

1,37

2

0,5033

Coef.Conting.Cramer

0,34

Coef.Conting.Pearson

0,32

Los resultados dieron >0,05 por lo tanto no existe relación entre las frecuencias de las filas
y las columnas de cada tabla.
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS

La estandarización del protocolo para el diagnóstico de la Encefalopatía y Retinopatía
Vírica (VER), se realizó de acuerdo a las recomendaciones de la Organización Mundial de la
Salud Animal (OIE), la VER pertenece al género Nodavirus y presenta diferentes genotipos, los
cuales varían de acuerdo a condiciones ambientales según clima y especie. Los Nodavirus en
peces pueden causar infecciones altamente destructivas en numerosas especies de larvas de peces
marinos cultivados y juveniles en todo el mundo (Cherif et al., 2010). Para este estudio y dadas
las condiciones ambientales en la ciudad de Cartagena con temperaturas promedio de 32°C, el
grupo del virus estudiado es Red Grouper Nervous Necrosis Viral (RGNNV) el cual puede ser
más frecuente o virulento en condiciones de 25 a 38 ° C (Roongkamnertwongsa et al., 2005).

La identificación del genotipo RGNNV fue analizado por Roongkamnertwongsa et al.,
(2005) en el sur y este de Tailandia, a partir de crías de mero rojo manchado (Epinephelus
coioides), donde se homogenizaron muestras de retina y cerebro siendo estos los tejidos claves
para el diagnostico del virus, la enfermedad se determinó a los pocos días después de la siembra
de la semilla silvestre y la mortalidad alcanzó el 100%. La presencia de este virus en branquias y
órganos internos ha sido descrita previamente por Grove et al., (2003). En otras especies como el
jurel (Trachinotus ovatus) se detecto el RGNNV en el cerebro, los portadores mostraban
síntomas típicos de la infección con VER (Dong Xua et al., 2010), también se han reportado
mortalidades en especies como el

halibut (Hippoglossus hippoglossus), y la lubina

(Dicentrarchus labras) particularmente en las fases larvarias tempranas donde los síntomas
aparecen precozmente, caracterizándose por una alta mortalidad, lo que podría atribuirse
razonablemente a las deficiencias del sistema inmune que aun no está completamente
desarrollado (Grotmol, 2002). A pesar de que este virus se considera típico de peces marinos,
VER también se ha encontrado en ciertas especies criadas en agua dulce, tales como Anguilla
anguilla (Chi et al., 2003), el guppy (Poecilia reticulata) (Hedge et al., 2003), catfish Japones
(Parasilurus

asotus) (Chi

et

al.,

2003), Esturión

Ruso

(Acipenser

gueldenstaedti)

(Athanassopoulou et al., 2004), Tandan (Tandanus tandanus) y el bacalao (Oxyeleotris
lineolatus) (Munday et al., 2002). La VER de igual forma se ha inducido experimentalmente en
la tilapia de Mozambique (Oreochromis mossambicus), esta importante especie dulceacuícola
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que actualmente esta incursionando en la acuicultura marina, reporto mortalidades a los 12 dias
después de empezar el experimento, del cual se tomaron muestras de hígado, cerebro, retina y
musculo, para realizar posteriormente técnicas histológicas y PCR, lo que corroboro un caso de
betanodavirus en Taiwan (Skliris y Richards, 1999b); al observar la aparición del virus en estas
especies de confirma el hecho de que la salinidad no es un factor determinante (Furusawa et al.,
2006).

En los ensayos de la PCR en tiempo real, se emplean controles internos, lo que hace
referencia a un gen vigilante que se da en forma natural, seleccionando un fragmento del genoma
del animal hospedador como el beta actina, GAPDH o el ARN ribosómico, lo que permite
comprobar la calidad del ácido nucleico extraído y confirmar la eficacia de la PCR (Sawyer.,
2006). La integridad del RNA se comprobó por medio de la amplificación Gen β-actina con un
producto de 442 pb, al igual que estudios descritos por Chamorro (2006) para la identificación
del virus de la necrosis pancreática infecciosa por RT-PCR en trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) Walbaum donde se diseñó un par de cebadores como control interno en base al gen de βactina del pez zebra (Danio rerio), el cual amplificó con un producto de 239pb. Purcell et al.,
(2004) tambien utilizó el gen β-actina para la detección del virus de la necrosis hematopoyética
(NHI) en salmónidos.

La implementación de herramientas como el Blast del National Center for Biotechnology
Information (NCBI), fue útil en el alineamiento de las secuencias, este programa comparó cada
uno de los oligonucleótidos del gen β-actina con una base de datos, donde se encontró un 100%
de identidad en cobia (Rachycentron canadum) para la detección de enfermedades
(Photobacterium damselae subsp. piscicida) en branquias, hígado, intestino y piel, en fase larval,
juvenil y engorde, con el fin de validar la técnica RT-PCR (Cheng et al., 2010).

Esta investigación tomo los cebadores sugeridos por la OIE, que han sido utilizados por el
Instituto de Ictiopatología de Galicia, con los cuales han obtenido resultados positivos en peces
silvestres (López Vazquez et al., 2006). En base a la región conservada se han basado ciertas
investigaciones para la identificación de la VER, de las cuales se obtuvieron resultados
favorables para la detección a tiempo de este virus con productos de 770 pb
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(Roongkamnertwongsa et al., 2005), pero al escoger productos tan largos o cortos los riesgos de
contaminación son más altos, además se garantiza que una amplificación es eficaz cuando el
producto está alrededor de 1 a 600 pb (Bolivar, Rojas y Lugo, 2014). Por tal razón se opto por
diseñar productos cortos, como es el caso del primer F1 con 322 pb y F2 con 340 pb de la region
conservada, para evitar contratiempos con las muestras.

La RT-PCR se ha consolidado como una herramienta de gran utilidad para la detección de
betanodavirus como la septicemia hemorrágica viral (VHSV) la cual ha tenido optimos resultados
por su presicion, rapidez y sensibilidad en comparación con los métodos tradicionales (Maltese y
Bovo, 2007).

Según Gómez et al., (2004), el método de PCR anidada puede aumentar la sensibilidad y la
especificidad de la amplificación del ADN, incrementando particularmente la especificidad,
porque este proceso elimina frecuentemente los eventuales productos de amplificación
inespecíficos que alteran el proceso, porque en la primera ronda de PCR es poco probable que los
eventuales productos inespecíficos sean suficientemente complementarios de los cebadores
anidados y puedan servir de ADN molde para la amplificación posterior, y así lo que se amplifica
preferentemente es la secuencia diana, normalmente en los estudios de diagnóstico de
betanodavirus

se

opta

por

realizar

una

PCR

anidada

para

mejores

resultados

(Roongkamnertwongsa et al., 2005), como se pudo comprobar en la presente investigación.
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CONCLUSIONES

Se concluye que la extracción de ARN, a partir de muestras de retina, cerebro y esperma
homogeneizados o de forma individual, pueden realizarse de forma adecuada utilizando el Mini
Kit RNeasy de Qiagen.
Los iniciadores del gen β-actina funcionaron adecuadamente, lo que indica que el protocolo de
extracción de RNA RT-PCR usando el sistema de minicolumna RNeasy Mini Kit de Qiagen, es
confiable para el diagnóstico de la VER asegurando un sistema de vigilancia en los cultivos de
cobia (Rachycentron canadum), especie con un futuro prometedor en la industria acuícola.

Los cebadores diseñados con base en el fragmento RNA1, son útiles para la detección de la
VER, en especial el juego de cebadores F2, el cual mostró una mayor sensibilidad desde la
primera ronda de RT-PCR a diferencia de los cebadores recomendados por la OIE, con los cuales
es necesario realizar una PCR anidada para obtener resultados confiables.

El aumento y la disminución en la temperatura de anillaje durante las diferentes etapas del
protocolo, permitió mejorar la especificidad al igual que la sensibilidad de la RT-PCR

Los sistemas de cultivos de cobia y mero en las instalaciones de CENIACUA, CEINER y
Antillanas C.I, están libres de la VER, lo que permite tener una confianza frente a las
producciones futuras.

El protocolo de diagnóstico desarrollado para la VER, es aplicable como parte de un protocolo
de bioseguridad, que permita realizar el muestreo de poblaciones y así impedir el ingreso de este
patógeno a los sistemas productivos.
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RECOMENDACIONES

En la fase de labortorio es importante evitar pérdidas de los reactivos por contaminación,
por lo cual se recomienda preparar alícuotas previas a su uso, de manera que si se llega a detectar
alguna contaminación se elimina la alícuota y no el stock.

Se recomienda tomar cada muestra con una replica para descartar posibles falsos positivos,
dada la alta sensibilidad de la técnica.
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